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Figure 1. Schéma d’assemblage et de maturation des particules pré-ribosomiques. 
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I. LA SYNTHESE DES RIBOSOMES 
A. Généralités 
a. Les grandes lignes de la synthèse des ribosomes chez les eucaryotes 
 
La synthèse des ribosomes débute par la transcription de l’ADN ribosomique (ADNr) 
par l’ARN polymérase I (ARN Pol. I). Ce processus génère un transcrit primaire contenant les 
séquences de trois des quatre ARN ribosomiques (ARNr) matures de 18S, 5.8S et 25S/28S 
ainsi que des séquences dites “espaceurs” externes (5’ETS et 3’ ETS) et internes (ITS1 et 
ITS2). Chez la levure le transcrit primaire est clivé co-transcriptionnellement par 
l’endonucléase Rnt1p pour former le pré-ARNr 35S. L’ARNr 5S est synthétisé 
indépendamment par l’ARN polymérase III. 
Le pré-ARNr 35S s’associe co-transcriptionnellement avec une partie des protéines 
ribosomiques, l’ARNr 5S, des snoRNP et de nombreux facteurs d’assemblage pour former le 
pré-ribosome de 90S aussi appelé SSU (“Small SubUnit”) processome. Cette particule 
précoce subit un processus complexe de maturation durant lequel certains nucléotides du pré-
ARNr sont modifiés chimiquement (méthylations en position 2’-O des riboses et 
pseudouridylations) et les régions “espaceurs” progressivement éliminées suite à une série de 
clivages endonucléolytiques et de digestions exonucléolytiques. Il a longtemps été suggéré 
que les réactions de clivages précoces du pré-ARNr avaient lieu une fois le pré-ARNr 35S 
complètement synthétisé mais deux études montrent qu’elles interviennent très probablement 
aussi de manière co-transcriptionnelle (Kos and Tollervey, 2010; Osheim et al., 2004). Durant 
ces étapes de maturation les protéines ribosomiques sont progressivement incorporées au sein 
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des particules pré-ribosomiques. Les dernières étapes de maturation ont lieu dans le 
cytoplasme, après exportation des particules pré-ribosomiques, et permettent la libération des 
sous-unités ribosomiques matures de 40S et 60S fonctionnelles pour la traduction (Figure 1). 
Les nombreux facteurs d’assemblage contenus dans le pré-ribosome de 90S possèdent 
différentes activités et fonctions. Il est retrouvé des exo- et endo-nucléases ARN (comme 
Rnt1p, la RNase MRP, Xrn1p ou Rat1p), des enzymes de modification de l'ARN (comme 
Dim1p, Emg1p/Nep1p ou Bud23p), des kinases (comme CK2), des hélicases (comme Prp43p, 
Dbp4p, Has1p, ou Rok1p), des facteurs d'exportation (comme Ltv1p ou le module 
Noc1p/Noc2p) et d'autres protéines dont la fonction n'est pas connue (pour des exemples voir 
(Fromont-Racine et al., 2003; Henras et al., 2008)). Tous ces facteurs pourraient donc 
participer à la formation des sous-unités ribosomiques matures. 
 
b. Les étapes précoces de la synthèse des ribosomes se déroulent dans les 
nucléoles des cellules eucaryotes 
 
Les étapes précoces de la synthèse des ribosomes se déroulent dans des régions du 
noyau appelées nucléoles. Dans les cellules de levure une seule de ces structures est présente. 
Des observations de nucléoles de cellules humaines en microscopie électronique ont permis 
de définir 3 régions de morphologies différentes. Les centres fibrillaires (CF) sont des régions 
relativement claires composées de fibrilles d’environ 50 Å de diamètre. Ils contiennent de 
l’ADN ribosomique (ADNr), quelques pré-ARN ribosomiques (pré-ARNr) naissants et des 
facteurs de transcription comme le facteur UBF (“Upstream Binding Factor”), l’ARN 
polymérase I (ARN Pol. I) ou la topoisomérase I qui permet le relâchement de l’ADN 
superenroulé et facilite ainsi sa réplication, sa transcription et des recombinaisons. Les centres 
fibrillaires sont entourés par une couche compacte de matériel fibrillaire dense aux électrons 
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nommée composé fibrillaire dense (CFD). Les CFD contiennent les pré-ARNr naissants et 
des antigènes comme la fibrillarine, une protéine du coeur des petites particules 
ribonucléoprotéiques nucléolaires (snoRNP) C/D impliquées dans les modifications des pré-
ARNr. Les CF entourés par les CFD sont noyés dans une région d’aspect granulaire, le 
composant granulaire (CG) qui représente plus de 75% de la masse nucléolaire dans des 
cellules en division. Le CG contient des particules de grande taille qui correspondent 
vraisemblablement à des particules pré-ribosomiques à des étapes avancées de maturation, 
contenant les pré-ARNr 27SA3, 27SB, 7S, 26S ou 20S. Enfin des régions très claires 
contenant de l’ADNr mais pas la machinerie de transcription semblent correspondre aux 
régions interstitielles du nucléole (Figure 2). 
La première fonction connue du nucléole est la synthèse des ribosomes et cette 
architecture tripartite des nucléoles des cellules de mammifères semble refléter la synthèse et 
la maturation vectorielle des pré-ribosomes. La localisation précise des sites primaires de 
transcription par l’ARN Pol. I reste encore controversée : ils pourraient se situer dans les CF, 
dans les CFD ou à l’interface entre ces deux régions (Huang, 2002; Raska, 2003). Les 
transcrits primaires sont libérés dans les CFD qui semblent héberger les étapes précoces de 
maturation des pré-ARNr, en particulier les réactions de clivages précoces et de modifications 
post-transcriptionnelles de nucléotides. Les pré-ribosomes naissants migrent progressivement 
des CFD vers la région granulaire au fur et à mesure de la progression de leur maturation. 
Cette organisation des nucléoles humains a été, par extension, généralisée à tous les 
nucléoles de cellules eucaryotes dans de nombreuses études. Cependant chez la levure, malgré 
des données contradictoires (Colau et al., 2004; Léger-Silvestre et al., 1999; Trumtel et al., 
2000; Verheggen et al., 2001), il semblerait que les nucléoles soient composés de seulement 
deux régions : un réseau fibrillaire (F) qui contient de l’ADNr sur lequel est dispersée la 
machinerie de transcription et les pré-ARNr naissants, noyé dans une région granulaire (G).  
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Figure 2. Thiry and Lafontaine, 2005. 
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Une analyse récente d’images de nucléoles de cellules d’insectes, de plantes et d’amphibiens 
en microscopie électronique suggère que ceux-ci sont composés de seulement deux régions 
comme chez la levure (Thiry and Lafontaine, 2005). Les nucléoles tripartites seraient apparus 
récemment au cours de l’évolution, à partir des eucaryotes amniotes (dont les embryons 
possèdent un sac amniotique; c’est à dire les reptiles, les oiseaux et les mammifères). Dans cet 
article les auteurs émettent l’hypothèse que le réseau fibrillaire des nucléoles chez les 
eucaryotes primitifs, au niveau duquel se produit la transcription de l’ADNr et les étapes 
précoces de la maturation des pré-ARNr se serait spécialisé, chez les eucaryotes amniotiques, 
en centres fibrillaires et composé fibrillaire dense hébergeant la transcription de l’ADNr et la 
maturation des pré-ARNr, respectivement. La présence de centres fibrillaires discrets 
contenant ADNr et machinerie de transcription chez les eucaryotes amniotes pourrait 
permettre d’adapter la synthèse des ribosomes aux stimuli environnementaux de manière plus 
rapide et plus fine (Thiry and Lafontaine, 2005). 
 
B. Composition de la particule de 90S 
 
Le transcrit primaire généré par la transcription des unités répétées d’ADNr par l’ARN 
Pol. I s’associe de manière co-transcriptionnelle avec certaines protéines ribosomiques, avec 
le précurseur du quatrième ARNr (5S) et avec un grand nombre de petites particules 
ribonucléoprotéiques nucléolaires (snoRNPs) et de facteurs d’assemblage pour générer une 
particule pré-ribosomique précoce de 90S aussi appelée SSU processome. Au cours de ces dix 
dernières années, la particule de 90S ou différents sous-complexes de cette particule ont pu 
être purifiés par des approches biochimiques et leurs compositions analysées. 
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1. Le précurseur de l’ARNr 5S serait incorporé au sein de la particule pré-
ribosomique de 90S 
 
Le précurseur de l’ARNr 5S est synthétisé indépendamment des trois autres ARNr par 
l’ARN polymérase III (ARN Pol. III). Chez la levure la séquence d’ADN codant l’ARNr 5S 
est situé entre les unités répétées d’ADNr. La transcription de l’ARNr 5S a donc également 
lieu dans le nucléole, à proximité du site de transcription par l’ARN Pol. I. Chez les 
mammifères le gène codant l’ARNr 5S est distant de l’ADNr, chez l’humain par exemple les 
copies d’ADNr se trouvent sur 5 chromosomes (13, 14, 15, 21 et 22 (Henderson et al., 1972)) 
et le gène codant l’ARNr 5S sur le chromosome 1. Chez les mammifères, la transcription de 
l’ARNr 5S a donc lieu dans le nucléoplasme par l’ARN Pol. III avant d’être importé dans le 
nucléole pour son association aux pré-ribosomes. 
Chez les bactéries l’ARNr 5S semble être incorporé dans des particules 
ribonucléoprotéiques de grande taille au sein d’un sous-complexe contenant les protéines 
ribosomiques L18 (homologue de rpL5p levure), L5 (homologue de rpL11p levure) et L25 
(dont l’homologue de levure n’est pas connu) (Yu and Wittmann, 1973). In vitro l’ARNr 5S 
ne peut être réincorporé dans des ribosomes déstructurés par une forte augmentation en sel si 
l’une de ces trois protéines est absente. En gradient de sucrose L18, L5 et L25 migrent dans 
les fractions contenant l’ARNr 5S ce qui suggère qu’ils forment un pré-complexe incorporé 
ensuite dans les pré-ribosomes. D’après la structure cristalline de la grande sous-unité 
ribosomique procaryote, l’ARNr 5S se trouve au contact direct des protéines ribosomiques 
L18 et L5 dans la protubérance centrale de la sous-unité mature de 50S (Klein et al., 2004). 
De manière similaire, il a été récemment montré chez la levure que la particule pré-
ribosomique de 90S semble contenir un sous-complexe contenant les protéines ribosomiques 
de la grande sous-unité rpL5p et rpL11p ainsi que les facteurs d’assemblage Rpf2p et Rrs1p 
(Zhang et al., 2007) et l’ARNr 5S. 
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1. De nombreuses petites particules ribonucléoprotéiques nucléolaires s’associent 
au sein de la particule précoce de 90S 
 
La particule de 90S contient de nombreux petits ARN nucléolaires (snoARN), qui se 
répartissent pour la plupart en deux familles, les snoARN à boîtes C/D et les snoARN à boîtes 
H/ACA (Figure 3). Les snoARN à boîtes C/D sont caractérisés par deux motifs de séquence ; 
les boîtes C de séquence consensus RUGAUGA (où R est une purine) et D de séquence 
consensus CUGA (Figure 3A). La boîte C est proche de l’extrémité 5' du snoARN alors que 
la boîte D est proche de son extrémité 3'. Ces 2 motifs sont réunis par un appariement de 
bases entre les extrémités 5’ et 3’ de l'ARN. La plupart des snoARN à boîtes C/D contiennent 
aussi les boîtes C’ et D', apparentées aux boîtes C et D respectivement mais plus dégénérées, 
dans leur région centrale (Kiss-László et al., 1998). Ces boîtes C/D et C'/D' sont en général 
bien conservées chez les archae et contiennent un motif de séquence K-turn (Koonin et al., 
1995). Chez les eucaryotes les boîtes C’ et D' sont moins conservées et ne possèdent pas de 
motif en K-turn (pour revue (Henras et al., 2004; Reichow et al., 2007)). Chez les eucaryotes 
chacun des snoARN à boîtes C/D est présent au sein d’une snoRNP présentant un cœur 
protéique commun composé des protéines Nop1p/Fibrillarine, Nop56p, Nop58p et Snu13p. 
Les snoARN à boîtes H/ACA adoptent une structure secondaire commune composée 
de deux tiges boucles (Figure 3B). Ces deux tiges boucles sont connectées par une région 
charnière qui contient la boîte H (ANANNA où N correspond à un nucléotide quelconque). 
La seconde épingle à cheveux est suivie d'un segment d'ARN simple brin qui contient la boîte 
ACA toujours localisée exactement 3 nucléotides avant l'extrémité 3’ mature du snoARN 
(Balakin et al., 1996; Ganot et al., 1997b). Une ou les deux tiges-boucles contiennent des 
boucles internes de 9 à 13 nucléotides sur chaque brin qui forment les poches de 
pseudourydilation (pour revue (Henras et al., 2004; Reichow et al., 2007)). Les snoARN 
H/ACA d'archae contiennent 1 à 3 tiges boucles avec des boîtes ANA moins
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Figure 3. Structure des snoARN à boîtes C/D (A), H/ACA (B) et de la RNase MRP de S. 
cerevisiae (Walker and Engelke, 2006) (C). 
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conservées de chaque côté. La boucle apicale de ces tiges peut contenir des motifs “K-turn” 
(Rozhdestvensky et al., 2003) non présents dans les snoARN H/ACA eucaryotes. Chez les 
eucaryotes les snoARN à boîtes H/ACA sont associés aux protéines Cbf5p/Dyskérine, Gar1p, 
Nhp2p et Nop10p. La fonction de ces snoRNP dans la maturation des particules pré-
ribosomiques sera décrite au chapitre ‘Maturation de la particule de 90S’. 
 
Un troisième type de snoRNP est associé à la particule de 90S : la RNase MRP. Le 
snoARN contenu dans cette snoRNP est atypique et ne peut pas être classé dans les deux 
familles décrites ci-dessus puisqu’il ne contient pas les boîtes consensus définissant ces deux 
familles (Figure 3C). Cependant sa structure secondaire ressemble à celle de l’ARN de la 
RNase P responsable de la maturation des ARN de transfert (Bertrand et al., 1998; Jacobson 
et al., 1997; Jarrous et al., 1999; Kendall et al., 2000; Lee et al., 1996; Wolin and Matera, 
1999). Le snoARN de la RNase MRP possède également un motif en “K-turn” dont la 
fonction est inconnue (Klein et al., 2001). Chez la levure le gène codant le composant ARN 
de cette snoRNP est le gène NME1 (Schmitt and Clayton, 1992) et cette snoRNP contient 
également les protéines codées par les gènes POP1, POP3, POP4, POP5, POP6, POP7, 
POP8, RMP1, RPP1 et SNM1 (Chamberlain et al., 1998; Dichtl and Tollervey, 1997; Salinas 
et al., 2005; Stolc and Altman, 1997).  
 
2. Les facteurs d’assemblage présents dans la particule pré-ribosomique de 90S 
 
Chez la levure, différentes expériences de purification par affinité en tandem (TAP) 
(Krogan et al., 2004; Puig et al., 2001) ont permis d’isoler différentes versions de la particule 
pré-ribosomique de 90S. L’analyse de la composition protéique de ces particules purifiées en 
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spectrométrie de masse a montré qu’elles contiennent de nombreuses protéines non-
ribosomiques, aussi appelées facteurs d’assemblage. 
Comme mentionné précédemment, la particule pré-ribosomique de 90S contient de 
nombreuses snoRNP, parmi lesquelles la snoRNP contenant le petit ARN à boîtes C/D U3. En 
plus des protéines cœur des snoRNP à boîtes C/D, cette particule est associée à des protéines 
spécifiques de la snoRNP U3, telles que les protéines Rrp9p/hU3-55K (Granneman et al., 
2004; Watkins et al., 2000) ou Mpp10p. La snoRNP U3 a été purifiée en utilisant comme 
appât la protéine Mpp10p à partir d’un ensemble de snoRNP C/D préalablement isolées par 
purification des complexes associés à la protéine cœur Nop58p (Dragon et al., 2002). Cette 
étude a permis de montrer que la snoRNP U3 est associée à 28 protéines, toutes sédimentant 
autour de 90S sur gradients de sucrose et requises pour la plupart pour la synthèse de l’ARNr 
18S. Cette particule de grande taille a été nommée SSU (“Small SubUnit”) processome 
(Dragon et al., 2002). Une analyse en spectrométrie de masse a permis d’identifier les 28 
protéines co-immunoprécipitées avec le snoARN U3. Parmi elles 10 protéines étaient déjà 
connues ; 4 protéines communes aux snoRNP à boîtes C/D (Nop1p, Nop56p, Nop5p/Nop58p, 
Snu13p) et 6 spécifiques de la snoRNP U3 (Sof1p, Mpp10p, Imp3p, Imp4p, Dhr1p, Rrp9p) (à 
noter que les autres protéines spécifiques de la snoRNP U3 (Lcp5p, Rcl1p et Bms1p) ne sont 
pas présentes dans ces conditions). Une protéine requise pour la maturation du pré-ARNr de 
l’ARNr 18S est également identifiée dans cette analyse ; Rrp5p. Enfin les nouveaux facteurs 
identifiés dans cette étude ont été nommés protéines UTP (pour “U Three-associated 
Protein”, Utp1p à Utp17p), il s’agit de 17 protéines possédant des motifs caractéristiques. 
Quatorze d’entre elles ont des domaines d’interactions protéine-protéine (WD, “coiled-coil”, 
“HEAT repeats” ou “crooked-neck-like tetratricopeptide repeat” (“crn-like TPR”)). Le 
domaine “crn-like TPR” est retrouvé dans les protéines de maturation de l’ARN comme les 
pré-ARNm (Prp42p, Prp6p, Clf1p) et de polyadénylation (RNA14). Deux protéines ont un 
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motif caractéristique d’une activité catalytique : Utp7p possède un site de liaison à l’adénylate 
et Utp14p un site de liaison à l’ATP/GTP mais elles ne possèdent pas de motif caractéristique 
des endonucléases connus à ce jour. Deux des protéines identifiées sont impliquées dans 
d’autres processus : Utp17p, est co-immunoprécipitée avec le complexe RENT (nécessaire à 
la sortie de mitose) (Shou et al., 1999), et Utp3p, dont la surexpression modifie la mise en 
silence transcriptionnelle (Kamakaka and Rine, 1998). La plupart de ces protéines sont 
conservées au cours de l’évolution suggérant qu’elles participent à un mécanisme 
fondamental. Les auteurs identifient également cinq protéines ribosomiques de la petite sous-
unité : rpS4p, rpS6p, rpS7p, rpS14p et rpS28p. 
 
Les premières études décrivant la particule de 90S ont donc permis d’identifier de 
nombreux composants par des purifications de type TAP combinées à la spectrométrie de 
masse (Dragon et al., 2002; Granneman et al., 2004; Krogan et al., 2004). Cette particule est 
composée de nombreux facteurs d’assemblage ; exo- et endo-nucléases ARN, enzymes de 
modification de l'ARN, hélicases, facteurs d'exportation et d'autres protéines dont la fonction 
n'est pas connue. Tous ces facteurs cohabitent au sein de la particule de 90S. Des études plus 
récentes suggèrent qu’un certain nombre d’entre eux sont associés de manière privilégiée et 
forment des sous-complexes.  
 
a. Certains facteurs d’assemblage de la particule de 90S sont associés en 
différents sous-modules 
 
Des purifications par affinité en tandem (TAP) à grande échelle dans différentes 
conditions biochimiques ont montré que les nombreux facteurs composant la particule de 90S 
semblent organisés en sous-modules. Au moins cinq modules ont été identifiés et 
 14 
caractérisés : les complexes t-UTP/UTP-A (Gallagher et al., 2004; Krogan et al., 2004), UTP-
B/PWP2 (Dosil and Bustelo, 2004; Grandi et al., 2002; Krogan et al., 2004) et UTP-C 
(Krogan et al., 2004), ainsi que le complexe MPP10 (Wehner et al., 2002) et le module Rcl1p-
Bms1p (Billy et al., 2000; Karbstein et al., 2005; Wegierski et al., 2001).  
 
Dans une étude à grande échelle, de nombreux composants de la particule de 90S 
étiquetés TAP ont été purifiés à partir d’extraits préalablement centrifugés à haute vitesse afin 
d’éliminer les complexes de très haut poids moléculaire et de ne conserver que des sous-
complexes de plus petite taille (Krogan et al., 2004). L’analyse en spectrométrie de masse des 
protéines associées a permis de mettre en évidence l’existence de trois sous-complexes. Le 
complexe UTP-A contient les protéines Utp4p, Utp8p, Utp9p , Utp10p, Utp15p, 
Utp17p/Nan1p et Pol5p ; le complexe UTP-B comprend les protéines Dip2p, Pwp2p, Utp6p, 
Utp13p, Utp18p et Utp21p ; le complexe UTP-C inclut les quatre sous-unités de la caséine 
Kinase II (Cka1p, Cka2p, Ckb1p et Ckb2p) ainsi que Rrp7p et Utp22p.  
De manière intéressante, un complexe fortement similaire au complexe UTP-A a été 
mis en évidence dans une étude indépendante utilisant des approches différentes (Gallagher et 
al., 2004). L’absence d’un sous-ensemble de protéines UTP affecte à la fois l’accumulation 
des pré-ARNr de la petite et de la grande sous-unité ribosomique. Il a été proposé que cet 
effet soit dû à une inhibition de la transcription par l’ARN Pol. I (Gallagher et al., 2004), 
cependant cette propriété est controversée. Nous en discuterons dans le paragraphe ‘Rôle 
controversé du module t-UTP/UTP-A dans le couplage entre transcription par l’ARN Pol. I et 
maturation du pré-ARNr’ de la partie sur la ‘Maturation de la particule de 90S’. Ces protéines 
particulières ont été nommées t-UTP (“transcriptional UTPs”), elles incluent Utp4p, Utp5p, 
Utp8p, Utp9p, Utp10p, Utp15p, Utp17p/Nan1p. Le complexe t-UTP co-immunoprécipite les 
pré-ARNr 35S, 33/32S et 23S indépendamment de U3 (Gallagher et al., 2004) et s’associe 
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donc très tôt au transcrit ribosomique naissant. La composition du complexe UTP-A décrit par 
Krogan et ses collaborateurs semble être très similaire à la composition du complexe t-UTP, 
suggérant qu’ils correspondent au même complexe. Les petites différences de composition 
protéique viennent probablement des approches utilisées.  
Le complexe UTP-B a été mis en évidence dans une autre étude par deux approches 
(Dosil and Bustelo, 2004). Sur gradient de sucrose Pwp2p co-sédimente avec la particule de 
90S mais est aussi retrouvée dans des fractions contenant des complexes de plus petit poids 
moléculaire. L’identification des protéines de ce complexe de plus faible poids moléculaire 
montre que la protéine Pwp2p forme une particule stable avec Dip2p, Utp6p, Utp13p, Utp18p 
et Utp21p, qui interagit avec le pré-ARNr 35S (Dosil and Bustelo, 2004). Dans la seconde 
approche, les complexes purifiés en utilisant Pwp2p-TAP comme appât ont été séparés sur 
colonne de filtration. Deux principaux complexes ont pu être identifiés par cette approche : 
l’un de très haut poids moléculaire correspondant très probablement à la particule de 90S, 
l’autre de plus petite taille contenant les mêmes composants que ceux identifiés dans la 
première approche et correspondant très vraisemblablement au module UTP-B (Dosil and 
Bustelo, 2004). 
Un complexe similaire au complexe UTP-C identifié par Krogan et ses collaborateurs 
(Krogan et al., 2004) a été mis en évidence dans une étude sur la transcription des gènes 
codant les protéines ribosomiques (Rudra et al., 2007). La protéine Ifh1p, impliquée dans la 
transcription des gènes codant les protéines ribosomiques interagit physiquement avec les 
protéines du module UTP-C au sein d’un complexe nommé "CURI" (CK2, Utp22p, Rrp7p, 
Ifh1p). Lorsque Utp22p ou Rrp7p sont absents la maturation des pré-ARNr est affectée et la 
transcription des gènes codant les protéines ribosomiques augmentée. Ce résultat suggère que 
le complexe UTP-C semble inhiber la fonction d’Ifh1p dans la transcription des gènes codant 
les protéines ribosomiques. Les auteurs proposent un modèle selon lequel, quand la synthèse 
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des ribosomes est active, le complexe UTP-C est mobilisé au sein des pré-ribosomes et 
n’interagit pas avec Ifh1p. Ifh1p peut alors interagir avec Fhl1p et Rap1p pour activer la 
transcription des gènes codant les protéines ribosomiques (Martin et al., 2004; Rudra et al., 
2005; Schawalder et al., 2004; Wade et al., 2004). Quand la maturation des pré-ARNr est 
ralentie ou défectueuse, le complexe UTP-C est moins mobilisé dans les particules pré-
ribosomiques. Il interagit alors avec la protéine Ifh1p pour former le complexe CURI et la 
transcription des gènes codant les protéines ribosomiques est alors diminuée. Ce complexe 
pourrait donc faire le lien entre maturation des pré-ARNr et transcription des gènes codant les 
protéines ribosomiques (Rudra et al., 2007). 
La particule de 90S de levure contient également le sous-module appelé MPP10 
composé des protéines Mpp10p, Imp3p et Imp4p (Dunbar et al., 1997; Lee and Baserga, 
1999; Wehner et al., 2002). La protéine Mpp10p a d’abord été identifiée de par son 
homologie avec la protéine MPP10 humaine (Dunbar et al., 1997), il a été démontré que 
Mpp10p interagit physiquement avec le snoARN U3. Lors de sa caractérisation il s’est avéré 
que les défauts de maturation des pré-ARNr observés suite à la suppression de sa partie 
carboxy-terminale ressemblent fortement à ceux observés dans des mutants de la boîte A du 
snoARN U3. Le même groupe a alors cherché à identifier les partenaires potentiels de 
Mpp10p par un crible double-hybride. Les protéines Imp3p et Imp4p ont ainsi pu être 
identifiées (Lee and Baserga, 1999). Plus récemment il a été démontré que ce complexe existe 
également dans les cellules humaines (Granneman et al., 2003). La caractérisation des 
homologues humains et murins des protéines de levure Imp3p et Imp4p a révélé qu’elles sont 
elles aussi associées au snoARN U3. Des expériences d’immunoprécipitation à partir de 
fractions de gradient de sucrose contenant ces protéines et des expériences de GST-pull down 
ont permis de montrer qu’elles forment un complexe sédimentant sur gradient de sucrose avec 
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le snoARN U3 dans des complexes de 60S à 80S correspondant aux particules pré-
ribosomiques précoces. 
Enfin le module Rcl1p/Bms1p, dont les composants agissent ensemble, est associé à la 
particule de 90S (Gelperin et al., 2001; Karbstein and Doudna, 2006; Karbstein et al., 2005; 
Wegierski et al., 2001). Sur gradient de sucrose ces deux protéines sont retrouvées dans des 
complexes sédimentant à 10S, 40S et 70-90S (Billy et al., 2000; Wegierski et al., 2001). Le 
complexe de 10S correspond au sous-module Rcl1p/Bms1p, celui de 40S aux petites sous-
unités ribosomiques et ceux de 70-90S aux pré-ribosomes.  
Dans une étude plus récente, d’autres sous-modules potentiels pouvant exister dans le 
pré-ribosome 90S ont été identifiés (Merl et al., 2010). L’inhibition de la transcription par 
l’ARN Pol. I chez S. cerevisiae perturbe l’assemblage des pré-ribosomes et libère certains 
sous-modules qui les composent. Ces modules ont été purifiés et leur composition protéique 
analysée. Deux modules contenant des composants de la particule de 90S ont ainsi été 
identifiés : le sous-complexe contenant les protéines Rio2p, Enp1p, Ltv1p, Tsr1p, Krr1p, 
Hrr25p et Dim1p et celui contenant la protéine Rrp5p et le module Noc1p-Noc2p. La quantité 
de ces sous-modules est augmentée lorsque l’ADNr est transcrit mais ils existent également 
en son absence suggérant qu’ils seraient préformés avant d’être incorporés à la particule de 
90S. Ces expériences ne permettent cependant pas d’exclure que les composants de ces sous-
modules sont incorporés indépendamment dans la particule de 90S et libérés sous forme d’un 
même complexe quand la transcription par l’ARN Pol. I est inhibée. 
 
b. La particule de 90S humaine 
 
Récemment le pré-ribosome de 90S humain a été caractérisé. Les homologues 
humains des t-UTP de levure ont étés identifié par BLASTN. Aucun homologue n’a été 
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trouvé pour Utp8p ou Utp9p de la levure S. cerevisiae chez l’humain, des homologues de ces 
deux protéines ne sont pas non plus retrouvés chez la levure S. pombe. Les ORF (“Open 
Reading Frame”) UTP4, UTP5, UTP10, UTP15, et UTP17 semblent coder les homologues 
humains d’Utp4p, Utp5p, Utp10p, Utp15p et Utp17p de levure respectivement (Prieto and 
McStay, 2007) et présentent des homologies allant de 16% d’identité (pour UTP17) à 30% 
(pour UTP15). Les protéines codées par ces ORF avaient auparavant été identifiées dans une 
analyse protéomique des nucléoles de cellules HeLa (Andersen et al., 2002) renforçant 
l’hypothèse de leur implication dans la synthèse des ribosomes. Les protéines humaines 
UTP4, UTP5, UTP15 et UTP17 contiennent des motifs de liaison protéine-protéine WD 
répétés, UTP10 elle ne contient pas de motif reconnaissable à part une répétition HEAT 
conservée à son extrémité carboxy-terminale (Prieto and McStay, 2007). Ces t-UTP humaines 
sont requises pour la transcription par l’ARN Pol. I comme le démontre des expériences de 
“RUN-ON” et dépendent pour cette fonction de la présence du facteur de transcription UBF 
(Prieto and McStay, 2007). 
Une autre étude a également montré, par l’utilisation d’expériences 
d’immunoprécipitation, que chez l’homme les protéines UTP10 (composant du complexe t-
UTP/UTP-A), UTP12, PWP2 (homologues des protéines Utp12p et Pwp2p de levure faisant 
partie du complexe UTP-B), BMS1 (homologue de la protéine Bms1p de levure appartenant 
au module Bms1p/Rcl1p) et MPP10 (composant du complexe MPP10) interagissent avec le 
snoARN U3 spécifiquement dans un complexe sédimentant à 80S en gradient de sucrose et 
qui correspondrait au SSU processome humain. La protéine hU3-55k (composant de la 
snoRNP U3), elle, interagit physiquement avec le snoARN U3 également dans un complexe 
de 80S mais aussi dans un complexe de plus petit poids, 12S, qui pourrait correspondre à la 
monoparticule U3.  
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Par ailleurs un sous-complexe supplémentaire de coefficient de sédimentation de 50S 
environ a pu être mis en évidence dans des cellules où la transcription par l’ARN Pol. I est 
inhibée (Turner et al., 2009). Ce complexe comprend la snoRNP U3, la nucléoline 
(homologue de Nsr1p de levure), RRP5, DBP4 et hU3-55k (homologue de Rrp9p de levure). 
Il a été proposé que ce complexe corresponde à un nouvel intermédiaire d'assemblage du pré-
ribosome de 90S dans les cellules humaines. 
 
3. La particule de 90S contient un sous-ensemble de protéines ribosomiques 
 
Certaines protéines ribosomiques semblent être recrutées précocement au sein de la 
particule de 90S et interagissent avec le pré-ARNr 35S. Chez la levure, la particule pré-
ribosomique de 90S a été purifiée par purification de type TAP en utilisant comme appât la 
protéine Pwp2p (Grandi et al., 2002). Les protéines de la petite sous-unité ribosomique 
rpS13p, rpS14p, rpS16p, rpS1p, rpS6p, rpS8p, rpS9p et rpS11p ont pu être détectées par 
spectrométrie de masse dans cette particule. Par des expériences de co-immunoprécipitation 
utilisant comme appât la protéine Mpp10p, Bernstein et ses collaborateurs ont aussi détecté la 
présence des protéines rpS4p, rpS6p, rps7p, rpS9p et rpS14p dans la particule précoce 
(Bernstein et al., 2004). Des analyses récentes ont montré que la plupart des protéines de la 
petite sous unité ribosomique interagit effectivement avec le pré-ARNr 35S (Ferreira-Cerca et 
al., 2007), suggérant qu’elles sont recrutées très précocement dans la particule de 90S. De 
manière intéressante, quelques protéines de la grande sous-unité ribosomique semblent 
également présentes dans la particule de 90S, en particulier les protéines rpL5p et rpL11p 
associées à l’ARNr 5S (Zhang et al., 2007). Par l’étude in vitro de l’assemblage des 
ribosomes procaryotes il a pu être démontré que des protéines ribosomiques s’assemblent aux 
précurseurs des sous-unités ribosomiques procaryotes (Nierhaus, 1991). Les protéines 
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ribosomiques les plus précocement associées au pré-ARNr de 16S sont les protéines S4, S7, 
S8, S15, S17, S20 (homologues de rpS9p, rpS5p, rpS22p, rpS13p et rpS11p de S. cerevisiae 
respectivement) et celles de la grande sous-unité L4, L13, L24, L22 et L20 (homologues de 
rpL4p, rpL16p, rpL26 et rpL17 de S. cerevisiae respectivement) (Culver, 2003; Nierhaus, 
1991).  
 
4. La particule de 90S est-elle dépourvue de facteurs d’assemblage des pré-
ribosomes de la sous-unité ribosomique de 60S ? 
 
En 2002, lors de la découverte de la particule de 90S, Grandi et ses collaborateurs 
étudient les protéines interagissant avec Pwp2p et ses partenaires (Krr1p, Enp1p, Nop58p, 
Bud21p, Nop14p, Noc4p, Kre31p, Rrp9p, Utp9p, Utp10p, Utp22p, Utp6p) par des 
expériences de purification de type TAP (Grandi et al., 2002). Par l’étude de l’interaction de 
ces partenaires avec le snoARN U3 et le pré-ARNr 35S ils démontrent alors que la particule 
de 90S contient des protéines associées à U3 (Nop56p, Nop58p, Sof1p, Rrp9p, Dhr1p, Imp3p, 
Imp4p, Mpp10p) et des facteurs requis pour la synthèse de l’ARNr 18S (Nop14p, Bms1p, 
Krr1p) mais aucune protéine de la grande sous-unité ribosomique. Ils en concluent que les 
facteurs de maturation de la pré-60S doivent donc être assemblés après ou au moment du 
clivage au site A2 séparant les pré-ARNr des deux sous-unités ribosomiques (voir figure 7). 
Cependant, l’utilisation récente de purifications rapides permettant de conserver les RNP 
intactes (Oeffinger et al., 2007b) a permis de montrer que Nop15p, décrit comme un facteur 
de maturation des particules pré-60S, est en fait associé à de nombreuses particules de 90S. 
De même d’autres facteurs présents dans la particule de 90S sont des facteurs requis pour la 
synthèse de la sous-unité ribosomique de 60S : Rrp12p (Oeffinger et al., 2004), Noc1p 
(Edskes et al., 1998; Milkereit et al., 2001), Noc2p (Milkereit et al., 2001), Rpf2p (Morita et 
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al., 2002) et Rrs1p (Tsuno et al., 2000). De plus des données de Northern Blot montrent que la 
plupart des composant du pré-ribosome 90S est également associée au pré-ARNr 23S 
(Granneman and Baserga, 2004). L’absence de facteurs de maturation des pré-ribosomes de la 
grande sous-unité ribosomique serait alors due à la technique de purification utilisée dans les 
études précédentes. Cette purification favoriserait l’enrichissement de pré-ribosomes de 90S 
tardifs (contenant le pré-ARNr 23S) dans lesquels ces facteurs sont absents alors qu’ils 
pourraient avoir été présents auparavant. Des études récentes montrent également que le pré-
ARNr est très rapidement clivé, de manière co-transcriptionnelle (voir paragraphe I.D.) ce qui 
pourrait être un biais pour l’identification des protéines des particules de 90S. 
 
La protéine Nop9p est un composant du pré-ribosome de 90S tardif et de la particule 
pré-40S précoce (Thomson et al., 2007). Les pré-ribosomes tardifs de 90S commenceraient 
donc à assembler des facteurs de la pré-60S avant le clivage au site A2. Nsa3p est également 
un facteur de maturation des particules pré-60S présente dans les particules de 90S (Nissan et 
al., 2002). Nsa3p co-immunoprécipite le snoARN U3 mais pas le 35S et est retrouvée dans 
des particules plus lourdes que la sous-unité 60S en gradient de sucrose (Nissan et al., 2002). 
Ce complexe est riche en protéines de la pré-60S mais contient aussi quelques composants de 
la 90S : Rrp9p, Rrp5p et Utp10p. Nsa3p pourrait donc être présente dans les particules de 90S 
tardives ainsi que dans les pré-60S précoces et pourrait être importante pour le recrutement 
des autres facteurs pré-60S après clivage au site A2. 
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C. Chronologie d’assemblage et modes de recrutement 
des différents modules de la particule de 90S 
 
Sur des observations d’étalement de chromatine en microscopie électronique il 
apparaît des structures autour des unités de transcription de l’ADNr qui forment une sorte 
d’arbre, l’arbre de Miller (Miller and Beatty, 1969; Miller and Hamkalo, 1972). Les branches 
de ces arbres correspondent aux transcrits naissants et à leur extrémité apparaissent des 
agrégats nommés "boules terminales". Sur les étalements de Miller ces agrégats grossissent au 
fur et à mesure de la progression de l’ARN Pol. I le long de l’ADNr, en même temps que le 
transcrit primaire s’allonge jusqu’à ce qu’il soit clivé de l’ADNr. Ces boules terminales 
semblent correspondre à l’assemblage co-transcriptionnel des particules de 90S. En effet 
lorsque le snoARN U3, composant essentiel de cette particule, est absent ces boules 
terminales disparaissent (Dragon et al., 2002). L’assemblage de la particule de 90S a donc 
lieu co-transcriptionnellement sur le transcrit primaire.  
L’assemblage de la particule pré-ribosomique de 90S fait intervenir de nombreuses 
interactions ARN/ARN s’établissant entre différentes régions du transcrit ribosomique 
naissant mais aussi entre le transcrit ribosomique et des snoARN. Par ailleurs, cet assemblage 
nécessite également de nombreuses interactions entre les facteurs d’assemblage ou les 
protéines ribosomiques et le pré-ARNr ainsi que des interactions de type protéine/protéine. 
Bon nombre de facteurs d’assemblage et de maturation contiennent des domaines 
d’interaction protéine/protéine, des domaines de liaison à l’ARN et/ou sont associés à des 
activités permettant de moduler des interactions ARN/ARN ou protéine/ARN comme des 
activités de type "hélicase" par exemple. Dans l’immense majorité des cas cependant, les 
interactions mises en jeu au cours de l’assemblage de la particule de 90S restent très mal 
caractérisées. Des données plus ou moins récentes de la littérature ont toutefois permis de 
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définir une chronologie relative d’assemblage de certains facteurs ou modules de la particule 
de 90S. Dans certains cas par ailleurs, les mécanismes moléculaires impliqués ont été 
partiellement caractérisés. La figure 4 présente la présence de certains facteurs dans les 
particules pré-ribosomiques.  
 
Par exemple, la protéine Noc4p co-immunoprécipite le snoARN U3 et Mpp10p. Cette 
protéine est nécessaire aux clivages A0, A1 et A2 et par conséquent à la production de l’ARNr 
18S (Bernstein and Baserga, 2004; Liu and Thiele, 2001). Noc4p possède un domaine NOC 
(comme les protéines Noc1p et Noc3p) dont la fonction reste inconnue mais qui pourrait 
permettre une interaction spécifique de la protéine avec ses partenaires.  Le domaine NOC de 
Noc4p se situe dans sa partie carboxy-terminale (Kühn et al., 2009). Noc4p forme un sous-
module résistant à de fortes concentrations en sels avec Nop14p/Utp2p. Des mutations de son 
domaine NOC ne lui permettent plus d’interagir physiquement avec la protéine Nop14p. Dans 
ce mutant Nop14p n’est plus incorporées au sein des particules de 90S. Le domaine NOC de 
Noc4p est donc nécessaire à son interaction avec Nop14p et à l’incorporation de ce sous-
module dans la particule de 90S. Cependant cette fonction du domaine NOC ne peut pas être 
généralisée à toutes les protéines contenant ce domaine. En effet, les domaines NOC bien 
qu’ayant des structures similaires possèdent des acides aminés spécifiques de chaque protéine 
indispensables à la régulation de leurs interactions spécifiques. 
 
1. Chronologie d’assemblage des protéines ribosomiques 
 
Des sous-unités ribosomiques fonctionnelles procaryotes ont pu être reconstituées in 
vitro à partir de protéines et d’ARN ribosomiques purifiés et la hiérarchie d'assemblage des 
protéines ribosomiques avec les ARNr a pu être définie (Held et al., 1973; Mizushima and 
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Figure 4. Composition des particules pré-ribosomiques. Certains facteurs d’assemblage, 
protéines ribosomiques et les (pré-) ARNr contenus sont représentés.  
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Nomura, 1970; Nierhaus, 1991; Nomura and Erdmann, 1970; Talkington et al., 2005). Des 
cartes d’assemblage des sous-unités ribosomiques ont ainsi pu être décrites (pour revue, 
(Culver, 2003; Nierhaus, 1991)). Sur ces cartes les protéines ribosomiques sont regroupées en 
trois catégories suivant leur cinétique d’association. Les protéines ribosomiques se liant en 
premier à l’ARNr sont nommées ligands primaires, celles nécessitant la présence des ligands 
primaires sont nommées ligands secondaires et enfin les protéines ribosomiques nécessitant la 
présence des deux classes précédentes sur l’ARNr sont nommées ligands tertiaires. Les 
homologues bactériens S17, S4, S7 et S15 de rpS11p, rpS9p, rpS5p et rpS13p respectivement, 
sont décrits comme faisant partie des premières protéines assemblées durant la synthèse de la 
petite sous-unité in vitro (Held et al., 1974).  
Chez la levure ces données ont pu être corrélées à celles de l’assemblage de la petite 
sous-unité ribosomique. L’assemblage des protéines rpS5p et rpS15p, respectivement 
homologues des protéines procaryotes S7 et S19, in vivo semble suivre le même modèle que 
l’assemblage de leurs homologues procaryotes in vitro. RpS5p, tout comme S7, est une des 
premières protéines de la sous-unité ribosomique 40S assemblée. Son absence induit un délai 
des clivages précoces du pré-ARNr visualisé par l’accumulation des pré-ARNr 35S et 23S en 
Northern Blot (Ferreira-Cerca et al., 2007). Chez les procaryotes, la protéine S7 est requise 
pour la formation de la structure en forme de tête de la petite sous-unité (Anokhina et al., 
2004; Brodersen et al., 2002; Mizushima and Nomura, 1970; Talkington et al., 2005). En 
absence de rpS5p chez la levure, l’interaction entre les protéines rpS3p, rpS10p, rpS15p, 
rpS16p, rpS19p, rpS20p, rpS28p et rpS29p et le pré-ARNr 20S est diminuée. Les homologues 
procaryotes de ces protéines ribosomiques composent la tête de la petite sous-unité 
ribosomique. RpS5p est aussi nécessaire à l’assemblage de l’homologue de levure du facteur 
procaryote S19, rpS15p, se liant de manière secondaire à l’ARNr de la petite sous-unité 
ribosomique. RpS15p est lui aussi nécessaire à la formation de la tête de la structure de la 
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Figure 5. Modèle des étapes précoces d’assemblage de la particule 90S chez S. cerevisiae.
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sous-unité 40S mais à un moindre degré que rpS5p. Dans ces mutants l’exportation du pré-
ARNr 20S dans le cytoplasme n’a pas lieu suggérant que la conformation correcte de la tête 
de la petite sous-unité ribosomique est requise pour son exportation. Il semble donc que les 
principes d’assemblage des protéines ribosomiques décrits in vitro pour les procaryotes 
peuvent s'appliquer à l'assemblage de leurs homologues eucaryotes in vivo, au moins pour ce 
qui est des protéines ribosomiques de la petite sous-unité.  
Des purifications de type TAP ont permis de déterminer les protéines ribosomiques 
associées au précurseur de 35S de la particule de 90S mais la chronologie d’assemblage n’est 
pas définie. L’incorporation des protéines ribosomiques au sein de la particule de 90S pourrait 
avoir lieu par l’interaction de ces protéines avec des facteurs d’assemblage pouvant se lier aux 
pré-ARNr. Les protéines Rpf2p et Rrs1p, par exemple, sont responsable de l’assemblage des 
protéines ribosomiques de la grande sous-unité rpL5p et rpL11p au sein de la particule de 90S 
(voir paragraphe I.C.5.).  
 
2. Chronologie d’assemblage et mode de recrutement de sous-complexes 
contenant des protéines UTP 
 
Des données récentes suggèrent que différentes protéines UTP sont incorporées dans 
la particule de 90S sous la forme de modules préformés qui interagissent de manière 
séquentielle et ordonnée avec le transcrit naissant (Perez-Fernandez et al., 2007). Le modèle 
d’assemblage des différents sous-modules de la particule de 90S est représenté dans la figure 
5.
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a. Assemblage du module UTP-A chez la levure et l’humain 
 
Chez la levure, le complexe t-UTP ou UTP-A (composé des protéines Utp4p, Utp5p, 
Utp8p, Utp9p, Utp10p, Utp15p, Utp17p/Nan1p) s’associe très précocement avec le pré-ARNr 
et cette interaction est essentielle à l’assemblage des autres sous-complexes. En l’absence des 
protéines Utp4p et Utp10p en effet, les boules terminales des arbres de Miller disparaissent 
alors qu’il n’y a pas de dégradation générale des ARN (Gallagher et al., 2004), suggérant que 
l’assemblage de la particule de 90S est affecté. Par ailleurs, des expériences de sédimentation 
sur gradients de sucrose et d’immunoprécipitation ont montré qu’en absence de la protéine 
Nan1p/Utp17p du module UTP-A, les protéines Pwp2p (un composant du complexe UTP-B), 
Rrp7p (un composant du complexe UTP-C) et le snoARN U3 ne sont plus retrouvés associés 
au pré-ARNr 35S (Perez-Fernandez et al., 2007). Ces données confortent l’hypothèse que 
l’interaction du module UTP-A avec le transcrit naissant est requise pour l’incorporation des 
complexes ultérieurs dans la particule de 90S. 
Dans les cellules humaines, le complexe t-UTP semble être recruté directement sur la 
chromatine des gènes ribosomiques. Ce recrutement est strictement dépendant de la présence 
de la protéine UBF (“Upstream Binding Factor”) essentielle à la transcription par l’ARN Pol. 
I (Prieto and McStay, 2007). L’absence de composants du complexe t-UTP ne permet pas 
l’assemblage de la particule de 90S, suggérant que comme chez la levure, le complexe t-UTP 
est le premier sous-module qui s’associe au transcrit naissant. 
Des expériences de double hybride suggèrent qu’au sein du complexe UTP-A, la 
protéine Utp4p semble interagir directement avec Utp8p par l’intermédiaire de sa partie 
carboxy-terminale. Cette interaction semble nécessaire à l’incorporation de Utp4p dans le 
complexe UTP-A et la particule de 90S puisque des versions tronquées de Utp4p dépourvues 
de la région carboxy-terminale n’ont plus la capacité d’interagir avec Utp17p ou Mpp10p 
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(Freed and Baserga, 2010). Les protéines Utp8p et Utp9p semblent aussi interagir de manière 
directe dans des expériences de double hybride (Freed and Baserga, 2010; Huang et al., 
2010). Une substitution ponctuelle d’acide aminé dans la région carboxy-terminale d’Utp8p 
affecte son interaction avec Utp9p en double hybride et in vitro (Huang et al., 2010). Cette 
perte d’interaction entre les deux protéines empêche Utp8p d’interagir avec le snoARN U3 in 
vivo, suggérant qu’Utp8p est incorporée dans la particule de 90S grâce à son interaction avec 
Utp9p.  
 
b. Assemblage des module UTP-B et UTP-C chez la levure 
 
Suite à l’association du module UTP-A avec le transcrit naissant, les sous-complexes 
UTP-B (Pwp2p, Dip2p, Utp1p, Utp13p, Utp18p et Utp6p) et UTP-C (Utp22p, Rrp7p, Cka1p, 
Cka2p, Ckb1p et Ck2p) semblent s’assembler indépendamment l’un de l’autre. En effet, la 
perte d’expression de Pwp2p (composant du module UTP-B) n’affecte pas le profil de 
sédimentation de Rrp7p (composant du module UTP-C) sur gradient de sucrose et n’inhibe 
pas l’interaction de Rrp7p avec le pré-ARNr 35S (Perez-Fernandez et al., 2007). Inversement, 
en l’absence de Rrp7p, le profil de sédimentation de Pwp2p n’est pas altéré et Pwp2p est 
toujours retrouvée associée au pré-ARNr 35S et au snoARN U3 (Perez-Fernandez et al., 
2007). Si ces données suggèrent que les complexes UTP-B et UTP-C s’associent 
indépendamment avec la particule naissante, l’ordre d’incorporation de ces deux modules 
n’est pas bien défini. 
Tous les composants du complexe UTP-B à l’exception d’Utp6p sont caractérisés par 
la présence de domaine(s) de liaison protéine-protéine de type WD40. La protéine Utp6p 
contient des répétitions de type HAT (“Half-A-Tetratricopeptide”) aussi considérées comme 
des domaines d’interaction protéine-protéine (Champion et al., 2008). Le motif HAT est 
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retrouvé seulement dans des protéines impliquées dans le métabolisme de l’ARN. Des 
expériences de double-hybride systématique entre les composants du complexe UTP-B ont 
permis d’établir une carte d’interactions au sein de ce complexe. Utp21p et Utp18p 
interagissent entre elles et chacune avec Utp6p et Utp1p. Utp13p interagit seulement avec 
Utp12p qui interagit aussi avec Utp21p. Utp6p est la seule protéine qui semble avoir la 
propriété de dimériser. Des substitutions ponctuelles d’acides aminés dans le domaine HAT 
d’Utp6p n’empêchent pas son interaction avec le sous-complexe MPP10 suggérant que ce 
motif n’est pas essentiel à l’incorporation d’Utp6p dans la particule de 90S. L’étude de 
formes tronquées d’Utp6p et de formes modifiées comportant des substitutions d’acides 
aminés dans le domaine HAT a permis de montrer que le domaine HAT d’Utp6p est essentiel 
pour l’interaction avec Utp21p. La partie amino-terminale d’Utp6p serait nécessaire pour son 
interaction avec Utp18p. 
 
c. La protéine Rrp5p est requise pour l’incorporation de différents 
modules des particules 90S 
 
L’incorporation du complexe UTP-C dans la particule de 90S nécessite l’association 
préalable de la protéine Rrp5p puisqu’en l’absence de la protéine Rrp5p, Rrp7p n’est plus 
retrouvée associée au pré-ARNr 35S (Perez-Fernandez et al., 2007). Rrp5p est également 
requise pour l’intégration dans la particule de 90S de Rok1p, une hélicase putative à boîte 
DEAD requise pour la synthèse de l’ARNr 18S (Bohnsack et al., 2008; Vos et al., 2004a). En 
revanche Rrp5p n’est pas requise pour l’assemblage de Sof1p, un autre composant de la 
particule de 90S impliqué dans les clivages précoces et interagissant avec le snoARN U3 (Bax 
et al., 2006; Jansen et al., 1993). En absence du snoARN U3, de Nop58p (composant des 
 31 
snoRNP C/D) ou de Rrp5p cette protéine co-sédimente toujours avec des particules pré-
ribosomiques de 90S. 
Rrp5p n’est pas non plus nécessaire à l’incorporation des modules UTP-A, UTP-B et 
de la snoRNP U3 (Perez-Fernandez et al., 2007). La protéine Rrp5p contient dans sa région 
amino-terminale des domaines répétés de liaison à l’ARN de type S1 et dans sa région 
carboxy-terminale des répétitions tetratricopeptide (TPR) constituant un domaine 
d’interaction protéine-protéine (de Boer et al., 2006). In vitro, la protéine Rrp5p purifiée se lie 
à l’ARN avec une préférence pour les ARN simple brin riches en uridine. Rrp5p se lie sur la 
région 3' de l'ITS1, 30 nucléotides après le site de clivage A2. Rrp5p est retrouvée associée 
aux pré-ribosomes contenant les pré-ARNr 35S, 33S, 32S et 27SA2 mais pas le pré-ARNr 
27SB, suggérant qu’elle est dissociée des particules pré-ribosomiques pré-60S pendant ou 
juste après la maturation du précurseur 27SA2. L’association de Rrp5p au pré-ARNr 35S ne 
dépend pas du snoARN U3 (Vos et al., 2004a). 
 
3. Assemblage de la snoRNP U3 dans la particule de 90S 
 
En l’absence de Utp17p/Nan1p et de Pwp2p, l’incorporation de la snoRNP U3 au sein 
de la particule de 90S est compromise suggérant que les module UTP-A et UTP-B sont 
nécessaires au recrutement de la snoRNP U3 (Dosil and Bustelo, 2004; Perez-Fernandez et 
al., 2007). 
De nombreuses études suggèrent que la région charnière du snoARN U3 s’apparie au 
pré-ARNr au niveau de deux régions distinctes de la région 5’ ETS (Figure 6) (Borovjagin 
and Gerbi, 2000; Enright et al., 1996; Kent et al., 2009; Puvion-Dutilleul et al., 1997). Des 
mutations compensatoires chez la levure et le Xénope ont permis de montrer que ces 
interactions sont importantes pour les clivages précoces conduisant à la production de l’ARNr 
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Figure 6. L’appariement du snoARN U3 de levure avec le pré-ARNr 35S est probablement 
requis pour la formation du pseudo-noeud de l’ARNr 18S. Les protéines potentiellement 
impliquées dans les étapes de transition entre les trois structures permettant la formation de ce 
pseudo-nœud sont indiquées. (A) Structure secondaire du snoARN U3. (B) Les snoARN U3 
lie le pré-ARNr 35S. Chez la levure la formation de seulement deux hélices, les hélices II et 
V, a été confirmée par des études par mutations compensatoires. (C) Structure du pseudo-
noeud central de l’ARNr 18S. 
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18S (Beltrame and Tollervey, 1995; Borovjagin and Gerbi, 2004, 2005). Le snoARN U3 
s’apparierait également par ses boîtes conservées A et A’ avec deux autres régions du pré-
ARNr, localisées dans la séquence de l’ARNr 18S et impliquées dans la formation du pseudo-
nœud conservé qui permet d’organiser l’ARNr 18S (Hughes, 1996; Méreau et al., 1997). Ces 
appariements sont potentiellement impliqués dans l’association initiale de la snoRNP U3 avec 
le pré-ARNr naissant. Cependant, des expériences de sédimentation sur gradients de densité 
ont montré que des formes mutées du snoARN U3 humain présentant des délétions des 
régions d’appariement avec le pré-ARNr semblent être incorporées dans les pré-ribosomes de 
90S (Gérczei and Correll, 2004; Granneman et al., 2004; Wormsley et al., 2001). Toutes les 
régions d’appariements entre U3 et le pré-ARNr ne seraient donc pas requises pour le 
recrutement de la snoRNP U3. En revanche, les boîtes conservées B et C de U3, qui forment 
un motif structural reconnu par les protéines 15.5K et hU3-55K, sont nécessaires à 
l’incorporation du snoARN U3 dans les pré-ribosomes et à une localisation normale de cet 
ARN dans le composé granulaire des nucléoles (Gérczei and Correll, 2004; Granneman et al., 
2004; Wormsley et al., 2001). Ce résultat suggère que l’intégration de la snoRNP U3 au sein 
des pré-ribosomes impliquerait des protéines liées directement ou indirectement aux motifs 
B/C.  
Chez l’humain il a été démontré récemment qu’en absence de transcription par l’ARN 
Pol. I le snoARN U3 est présent dans trois complexes sur gradient de densité (Turner et al., 
2009) sédimentant à 12S, 50S et 80S. Le complexe de 12S correspond à la snoRNP U3 isolée, 
contenant le snoARN U3 et les protéines 15.5K, NOP56, NOP58, Fibrillarine et hU3-55k. Le 
complexe sédimentant à 80S correspond aux particules de 90S de levure et celui de 50S 
pourrait être un intermédiaire d’assemblage de la particule de 90S. Ce dernier complexe 
contient, en plus des composants de la snoRNP de 12S, les protéines Nucléoline, RRP5 et 
DBP4. La Nucléoline lie un motif conservé au cours de l’évolution (ECM) au niveau du site 
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de clivage 01 dans l’espaceur 5’ ETS (Figure 6) et stimule le recrutement de la snoRNP U3 
sur le pré-ARNr in vitro (Ginisty et al., 1998). La Nucléoline pourrait donc permettre 
d’amener le sous-complexe de 50S sur le pré-ARNr dans la particule de 90S.  
 
4. Incorporation du module MPP10 dans la particule de 90S 
 
Comme mentionné dans la partie ‘Composition de la particule de 90S’, le complexe 
MPP10 comprend les protéines Mpp10p, Imp3p et Imp4p. Chez la levure et l’humain, les 
protéines IMP3 et IMP4 interagissent chacune directement avec la protéine MPP10 pour 
former un complexe ternaire (Granneman et al., 2003; Lee and Baserga, 1999). La protéine 
Mpp10p semble avoir un rôle structural majeur dans ce complexe puisqu’elle est requise pour 
la stabilité de Imp3p et Imp4p chez la levure (Wehner et al., 2002). 
L’incorporation dans la particule de 90S du sous-complexe MPP10 requiert 
l’association préalable du module UTP-B avec le pré-ARNr chez la levure. En effet, en 
l’absence de Pwp2p, les protéines Imp3p et Imp4p ne sont plus retrouvées associées au pré-
ARNr 35S (Dosil and Bustelo, 2004). Ce résultat suggère que le complexe MPP10 est 
incorporé dans la particule de 90S après le module UTP-B. Des expériences de sédimentation 
sur gradients de densité couplées à des expériences d’immunoprécipitation suggèrent que le 
complexe MPP10 humain n’interagit avec le snoARN U3 qu’au sein de particules de haut 
coefficient de sédimentation correspondant vraisemblablement aux pré-ribosomes de 90S 
(Granneman et al., 2003). Par ailleurs, les protéines MPP10 et IMP4 ne sont pas retrouvées 
associées avec la snoRNP U3 libre (sédimentant avec un coefficient de 12S sur gradients de 
densité), suggérant que ces deux modules sont incorporés séparément dans la particule de 90S 
(Granneman et al., 2003). L’ordre d’incorporation reste cependant à définir. Dans des cellules 
humaines, des versions mutées du snoARN U3 présentant des délétions dans la région 5’ qui 
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abolissent l’interaction avec MPP10 semblent pouvoir s’incorporer dans les pré-ribosomes 
90S comme en attestent des expériences de sédimentation sur gradient de densité (Gérczei and 
Correll, 2004; Granneman et al., 2004; Wormsley et al., 2001). Ceci suggère que 
l’incorporation de la snoRNP U3 ne nécessite pas une interaction stable avec le complexe 
MPP10. 
Chez la levure, l’absence de la protéine Imp3p empêche l’interaction de Mpp10p et 
Imp4p avec le snoARN U3 suggérant que Imp3p est nécessaire à l’assemblage du sous-
complexe MPP10 au sein de la particule de 90S (Wehner et al., 2002). Imp3p possède un 
domaine d’interaction avec l’ARN similaire aux protéines ribosomiques de la famille S4 (Lee 
and Baserga, 1999). Imp4p contient une région homologue au domaine d’interaction avec 
l’ADN du facteur de transcription σ70 procaryote (motif “σ70-like”) qui aurait évolué en un 
domaine de liaison à l’ARN (Wehner and Baserga, 2002). In vitro, les protéines Imp3p et 
Imp4p purifiées interagissent directement et spécifiquement avec la région 5’ du snoARN U3 
contenant les séquences complémentaires au pré-ARNr (Gérczei and Correll, 2004; 
Granneman et al., 2004; Wormsley et al., 2001). La substitution d’un résidu arginine dans le 
motif “σ70-like” de Imp4p abolit cette interaction suggérant que ce motif est requis pour 
l’interaction avec la région 5’ de U3 (Gérczei and Correll, 2004; Granneman et al., 2004; 
Wormsley et al., 2001). In vitro, Imp3p et Imp4p semblent avoir chacune la propriété de 
promouvoir et stabiliser la formation d’un duplex d’ARN entre la région charnière du 
snoARN U3 et la région du 5’ETS du pré-ARNr complémentaire (Gérczei and Correll, 2004; 
Granneman et al., 2004; Wormsley et al., 2001). Par ailleurs, toujours in vitro, Imp4p semble 
induire la formation d’un duplex d’ARN entre la boîte A de U3 et la région de l’ARNr 18S 
complémentaire en dissociant la tige contenant la boîte A du snoARN U3 et exposant ainsi la 
séquence complémentaire à l’ARNr 18S (Gérczei and Correll, 2004; Granneman et al., 2004; 
Wormsley et al., 2001). 
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L’ensemble de ces données suggère un modèle selon lequel le complexe MPP10 serait 
incorporé au sein de particules pré-ribosomiques contenant déjà la snoRNP U3 grâce à des 
interactions protéine/ARN entre Imp3p et Imp4p et des régions du snoARN U3 
éventuellement appariées avec le pré-ARNr. Une fois le complexe MPP10 recruté, Imp3p et 
Imp4p stabiliseraient les duplex d’ARN entre la région charnière de U3 et le 5’ETS du pré-
ARNr et la protéine Imp4p pourrait promouvoir l’interaction entre la boîte A de U3 et la 
région 5’ de l’ARNr 18S au sein du pré-ARNr.  
 
5. Assemblage d’un module contenant l’ARNr 5S 
 
Alors que les autres ARNr sont transcrits en un précurseur commun, l’ARNr 5S lui est 
transcrit indépendamment par l’ARN Pol. III avant d’être importé dans les précurseurs de la 
grande sous-unité ribosomique.  
L’expression de formes mutantes de l’ARNr 5S, chez la levure, provoque son 
instabilité. L’analyse de la maturation des pré-ARNr en Northern blot montre que ces mutants 
accumulent le pré-ARNr 27SB. La production des ARNr matures 25S et 5.8S est alors inhibée 
et par conséquent la sous-unité ribosomique de 60S n’est plus produite (Warner and Soeiro, 
1967). L’ARNr 5S semble donc être requis pour la maturation du pré-ARNr 27SB ce qui 
suggère qu’il s'assemblerait dans les pré-ribosomes avant l’étape de maturation du pré-ARNr 
27SB dans la voie de synthèse des ARNr de la grande sous-unité. Lorsqu’il n’est pas 
incorporé aux pré-ribosomes l’ARNr 5S interagit physiquement avec la protéine ribosomique 
de la grande sous-unité rpL5p (Deshmukh et al., 1993). Il a récemment été montré que 
l’ARNr 5S est présent au sein d’une petite particule stable contenant les protéines 
ribosomiques rpL5p et rpL11p et les facteurs d’assemblage Rpf2p et Rrs1p avant son 
incorporation dans les pré-ribosomes (Zhang et al., 2007). Cette particule semble être recrutée 
 37 
de manière très précoce, au sein des pré-ribosomes de 90S. En effet, les protéines Rpf2p, 
Rrs1p, rpL5p et rpL11p ont pu être détectées dans des complexes purifiés contenant la 
protéine Ssf1p-TAP, un composant des particules pré-ribosomiques 90S (Zhang et al., 2007). 
Par ailleurs, des expériences d’immunoprécipitation ont montré que Rpf2p, Rrs1p, rpL5p et 
rpL11p interagissent physiquement avec le pré-ARNr 35S. L’absence de Rpf2p ou de Rrs1p 
empêche l’incorporation de l’ARNr 5S dans la particule de 90S. Dans ces conditions, les 
particules pré-ribosomiques ne sont pas désassemblées mais la maturation du pré-ARNr 27SB 
est affectée. Ceci entraîne la formation de particules pré-60S aberrantes, contenant le pré-
ARNr de 27SB non maturé, qui sont exportées du nucléole mais qui restent bloquées dans le 
nucléoplasme (Zhang et al., 2007).  
 
Il est intéressant de noter que des expériences menées chez les bactéries ont démontré 
que la présence des homologues bactériens de rpL5p et rpL11p, L18 et L5 respectivement, 
ainsi que d’une autre protéine n’ayant pas d’homologue chez la levure, L25 est nécessaire à 
l’association du pré-ARNr 5S aux particules ribosomiques (Yu and Wittmann, 1973) (voir 
paragraphe I.C.1). L’association de ces protéines ribosomiques avec l’ARNr 5S chez les 
procaryotes a aussi lieu avant l’incorporation de cet ARNr dans les ribosomes. Ce complexe 
peut également s’associer in vitro aux intermédiaires d'assemblage des ribosomes. Chez la 
bactérie cependant ces études ont été effectuées in vitro et il n’a pas été déterminé si la même 
chose a lieu in vivo (Gray and Monier, 1972; Spierer and Zimmermann, 1978). 
 
Chez les eucaryotes supérieurs ce mécanisme de recrutement semble avoir été 
conservé. Chez les mammifères le pré-ARNr 5S néo-synthétisé interagit transitoirement avec 
l’auto-antigène de Lupus (La) qui lie les extrémités 3’ poly(U) des transcrits naissants de 
l’ARN Pol. III pour les protéger de la digestion exonucléolytique et faciliter leur structuration 
 38 
 
Figure 7. Modifications chimiques de nucléotides. Conversion d’une uridine en 
pseudouridine (en haut) et 2’O méthylation du ribose (en bas). 
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et leur maturation (Rinke and Steitz, 1982; Yoo and Wolin, 1994). Dans les cellules HeLa, 
après maturation de son extrémité 3’, l’ARNr 5S interagit avec la protéine ribosomique RPL5 
avant son assemblage dans les particules pré-ribosomiques (Steitz et al., 1988). L’analyse des 
ARNr en Northern Blot montre que l’ARNr 5S est d'abord présent dans des particules de 55S, 
précurseurs de la sous-unité ribosomique de 60S, mais il n’est pas possible de définir les 
précurseurs exacts auxquels il appartient par cette technique (Warner and Soeiro, 1967). Dans 
les oocytes de Xénope le pré-ARNr 5S est synthétisé avant les autres constituants du 
ribosome et stocké sous forme de ribonucléoparticules (RNPs) contenant le facteur de 
transcription TFIIIA (Guddat et al., 1990; Picard and Wegnez, 1979; Viel et al., 1991). Il est 
ensuite libéré de ces RNPs et s’associe à RPL5 avant d’être incorporé dans les pré-ribosomes.  
 
D. Maturation de la particule de 90S 
1. Modifications post-transcriptionnelles de nucléotides du pré-ARNr 
a. Les modifications chimiques de nucléotides 
 
De nombreux nucléotides du pré-ARNr subissent des modifications post-
transcriptionnelles au cours de la maturation des particules pré-ribosomiques. La plupart de 
ces modifications sont de deux types : des isomérisations d’uridines en pseudouridines 
(pseudouridylations), et des additions de groupements méthyles à l’oxygène liée au carbone 
2’ du ribose (2’-O-méthylations) (Figure 7). En plus de ces deux grands types de 
modifications, quelques autres nucléotides du pré-ARNr subissent d’autres types de 
modifications comme par exemple des méthylations de bases. Une centaine de résidus 
méthylés en position 2’-O des riboses et de résidus pseudouridines est retrouvée dans les 
ARNr chez l’homme (Maden, 1990) et environ une cinquantaine chez la levure S. cerevisiae. 
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Chez la bactérie E. coli, les ARNr contiennent seulement 4 nucléotides 2’-O-méthylés, 10 
pseudouridines et 10 résidus comportant des méthylations de bases à différentes positions 
(Rozenski et al., 1999).  
 
b. Rôle des snoRNP dans la méthylation en 2’-O des riboses et la 
pseudouridylation chez les eucaryotes 
 
Chez les bactéries, les modifications post-transcriptionnelles de nucléotides des ARNr 
sont synthétisées par des enzymes spécifiques, qui se fixent sur l’ARN au voisinage d’une (ou 
de quelques) position(s) à modifier et catalysent la réaction de modification (pour revue 
(Deutscher, 2009)). Dans les cellules eucaryotes, les méthylations en 2’-O des riboses et les 
pseudouridylations des ARNr sont effectuées respectivement par les snoRNP de type C/D et 
H/ACA (décrites dans la partie ‘Composition de la particule de 90S’) (pour revue (Kiss et al., 
2006; Reichow et al., 2007)). Ces particules contiennent des petits ARN guides qui permettent 
de sélectionner les nucléotides du pré-ARNr devant être modifiés par des appariements de 
type Watson-Crick. Ces petits ARN sont associés à un cœur protéique incluant l’enzyme 
catalysant la réaction de modification.  
Les snoRNP de type C/D contiennent chacune un snoARN à boîtes C/D (Cavaillé et 
al., 1996; Kiss-László et al., 1996; Tycowski et al., 1996). Ceux-ci incluent dans leur 
séquence de longs segments de 10 à 20 nucléotides parfaitement complémentaires à des 
séquences du pré-ARNr situées au voisinage des nucléotides à méthyler. Cette région de 
complémentarité est toujours retrouvée en amont des boîtes conservées D et/ou D’. Dans le 
duplex résultant de l’appariement du snoARN C/D guide à la région cible du pré-ARNr, le 
nucléotide à modifier est toujours apparié au résidu de la séquence anti-sens du guide localisé 
cinq nucléotides en amont de la boîte D (ou D’) (Kiss-László et al., 1996). L’appariement 
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entre l’ARN guide et sa cible permet de positionner de manière adéquate la méthyl-transférase 
des snoRNP, la protéine Nop1p/Fibrillarine, pour permettre la réaction de modification.  
Les snoRNP de type H/ACA sont organisées autour des snoARN à boîtes H/ACA. Les 
structures en tige-boucle irrégulières qui précèdent les boîtes H et ACA comprennent une 
boucle interne relativement importante appelée ‘poche de pseudouridylation’. Les parties 
latérales de ces poches correspondent à des petites séquences complémentaires à des régions 
du pré-ARNr qui flanquent le résidu uridine à modifier (Ganot et al., 1997a; Ni et al., 1997). 
L’appariement entre le guide et sa séquence cible permet de positionner l’uridine à modifier 
près du site catalytique de la pseudouridine synthase des snoRNP, la protéine 
Cbf5p/Dyskérine. 
Dans les cellules eucaryotes, l’expression des snoARN est coordonnée à l’expression 
de la machinerie de traduction (Maxwell and Fournier, 1995). En effet la majorité des 
snoARN guides est contenue dans des introns de gènes codant des protéines ribosomiques ou 
des facteurs d’initiation ou d’élongation de la traduction. Leur expression est donc 
directement connectée à l’expression de ces gènes. Chez la levure, la plupart des snoARN 
sont exprimés à partir de gènes propres codant des précurseur mono- ou poly-cistroniques. Il 
est intéressant de noter que les régions promotrices de ces gènes contiennent des sites de 
liaison à Rap1p qui régule aussi la transcription des gènes codant les protéines ribosomiques 
(Qu et al., 1999).  
Dans les nucléoles de cellules de mammifères, la méthyl-transférase des snoRNP de 
type C/D, Fibrillarine, s’accumule principalement au niveau du composant fibrillaire dense 
(Puvion-Dutilleul et al., 1991). Ceci suggère que la majorité des modifications chimiques de 
nucléotides est synthétisée de manière précoce, sur le pré-ARNr naissant. 
Une fois les modifications effectuées, les snoARN doivent être recyclés. Par des 
mutations ponctuelles dans les domaines hélicases de Dbp4p, Has1p et Rok1p il a été 
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démontré que l’activité hélicase de ces protéines est essentielle à la dissociation de certains 
snoARN des particules pré-ribosomiques. En l’absence de ces hélicases les snoARN 
sédimentent de manière plus marquée avec les particules pré-ribosomiques. L’analyse du 
profil de sédimentation en gradients des snoARN montrent que Dbp4p semble être requise 
pour la libération de U14 et de snR41 (Kos and Tollervey, 2005) des particules pré-
ribosomiques, Has1p pour celle de snR30, U14, U3, snR10 et snR63 (Liang and Fournier, 
2006) et enfin Rok1p pour celle de snR30 (Bohnsack et al., 2008).  
L’hélicase Prp43p est elle aussi requise pour la dissociation de certains snoARN 
guides de modification de la particule de 90S et a été étudiée plus en détail. Une étude 
utilisant la technique du “CRAC” (“CRoss-linking And Cloning of the bound RNA”) a permis 
de déterminer les sites de liaison de cette hélicase avec le pré-ARNr 35S (Bohnsack et al., 
2009; Granneman et al., 2009; Granneman et al., 2010). Le cas de Prp43p, associée à toutes 
les particules pré-ribosomiques (Combs et al., 2006; Lebaron et al., 2005; Leeds et al., 2006), 
montre que la protéine pourrait exercer différentes fonction au cours de la maturation des pré-
ARNr en se liant en différents sites sur le pré-ARNr 35S (Bohnsack et al., 2009). Les auteurs 
confirment l’implication de Prp43p dans le clivage au site D (voir paragraphe I.D.5.) mais 
suggèrent également que Prp43p serait requise pour déplacer certains snoARN C/D des 
particules pré-ribosomiques de 66S. En effet les expériences de “CRAC” menées in vivo et in 
vitro montrent que Prp43p se fixe en plusieurs endroits sur le pré-ARNr 35S, à la fois sur des 
séquences des ARNr 18S et 25S, ce qui est en accord avec le fait qu’il est associé à des 
particules pré-ribosomiques des deux sous-unités. Ces sites de fixation sur la séquence de 
l’ARNr de 25S se trouvent à proximité de sites de modifications des résidus du pré-ARNr. 
L’observation du profil de sédimentation sur gradient de sucrose de différents snoARN en 
présence ou en absence de Prp43p démontre que certains snoARN sont associés au pré-ARNr 
35S de manière plus stable en absence de l’hélicase, c’est le cas des snoARN à boîtes C/D 
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snR39, snR39b, snR50 et snR59. Prp43p, par ses différents sites de liaison, pourrait donc 
exercer des fonctions différentes dans la maturation de la petite et de la grande sous-unité. 
 
c. Rôle de méthyl-transférases spécifiques de site dans la modification de 
nucléotides du pré-ARNr 
 
En plus des modifications chimiques synthétisées par les snoRNP, quelques 
méthylations de bases sont catalysées par des méthyl-transférases d’ARN spécifiques. Une 
méthylation de base qui a été très étudiée est la di-méthylation conservée au cours de 
l’évolution de deux adénosines adjacentes (m6,2A1779 et m6,2A1780) à l’extrémité 3’ de la 
séquence de l’ARNr 18S. La protéine Dim1p, un composant de la particule de 90S, est la di-
méthyl-transférase responsable de ces modifications (Lafontaine et al., 1994; Lafontaine et al., 
1995). Le gène DIM1 est essentiel à la viabilité cellulaire chez la levure. La perte 
d’expression de DIM1 affecte les étapes de clivage du pré-ARNr aux sites A1 et A2 et la 
synthèse de l’ARNr 18S. Des mutations dans le gène DIM1 altérant vraisemblablement le site 
catalytique méthyl-transférase de l’enzyme (Lafontaine et al., 1998) ou des mutations en cis 
sur le pré-ARNr substituant les adénosines cibles par des guanosines ont montré que la 
diméthylation catalysée par Dim1p n’est pas requise pour la production de l’ARNr 18S 
(Lafontaine et al., 1995). Cette diméthylation est d’ailleurs synthétisée sur le pré-ARNr 20S, 
donc à une étape ultérieure aux clivages en A1 et A2. Dans une souche de levure exprimant 
une version thermosensible de DIM1 (dim1-2) cultivée à température permissive, la 
méthylation des adénosines cibles est absente mais la production de l’ARNr 18S ne semble 
pas affectée et ceci n’entraîne pas de défaut de croissance (Lafontaine et al., 1998). Ceci 
suggère que la méthylation des adénosines à l’extrémité 3’ de l’ARNr 18S n’est pas 
essentielle à la viabilité cellulaire chez la levure. Cependant l’absence de ces diméthylations 
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rend les extraits cellulaires de la souche dim1-2 non fonctionnels en traduction in vitro 
suggérant que la diméthylation de l’ARNr 18S est nécessaire à la production de sous-unités 
ribosomiques 40S pleinement fonctionnelles (Lafontaine et al., 1998). L’ensemble de ces 
données suggèrent que Dim1p serait recrutée au niveau des transcrits ribosomiques naissants 
et la présence physique de la protéine sur le pré-ARNr, et non sa fonction dans la méthylation, 
serait requise pour les clivages en A1 et A2. Étant donné que ces méthylations sont nécessaires 
pour produire des ribosomes fonctionnels, un mécanisme de contrôle qualité vérifiant la 
présence de la méthyl-transférase sur le pré-ARNr et inhibant les clivages en A1 et A2 en 
l’absence de Dim1p pourrait permettre aux cellules d’empêcher la synthèse de ribosomes 
partiellement déficients (Lafontaine et al., 1998).  
Emg1p/Nep1p est une autre méthyl-transférase essentielle à la croissance cellulaire 
chez la levure. Le profil d’expression d’EMG1 en réponse à des stress environnementaux est 
semblable au profil d’expression des gènes codant des protéines ribosomiques (Liu and 
Thiele, 2001). Par ailleurs, Emg1p est retrouvée associée à la particule de 90S (Bernstein and 
Baserga, 2004) et la perte d’expression d’Emg1p affecte la production de l’ARNr 18S 
(Bernstein and Baserga, 2004; Eschrich et al., 2002). Des données d’interactions en double-
hybride et des expériences de co-immunoprécipitation ont montré qu’Emg1p interagit avec 
Utp2p/Nop14p (Liu and Thiele, 2001). En absence d’Utp2p la protéine Emg1p n’est plus 
nucléaire (Liu and Thiele, 2001). Il a été montré très récemment qu’Emg1p méthyle le 
nucléotide 1191 dans la séquence de l’ARNr 18S. L’uridine 1191 de l’ARNr 18S, présente 
dans le centre de décodage au sein des ribosomes matures, est la cible de plusieurs 
modifications post-transcriptionnelles. Elle est d’abord convertie en pseudouridine par la 
snoRNP de type H/ACA contenant le snoARN snR35. Emg1p méthyle ensuite cette 
pseudouridine sur la position N1 et un groupement amino-carboxy-propyl est ensuite ajouté 
plus tardivement sur la position N3. La substitution de ce résidu uridine dans la séquence de 
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l’ARNr 18S affecte la croissance mais n’est pas létale, ce qui suggère que le caractère 
essentiel d’Emg1p ne réside pas dans sa fonction de méthylation de ce résidu. En effet, des 
mutations dans le gène EMG1 qui altèrent le site catalytique de l’enzyme et empêchent la 
fixation de la S-adénosyl-méthionine (SAM) n’ont pas d’effet sur la croissance cellulaire et 
n’entraînent pas de défauts synthèse des ribosomes (Leulliot et al., 2008). Ceci suggère 
qu’Emg1p aurait une autre fonction dans la particule de 90S en plus de son rôle dans la 
méthylation de la pseudouridine 1191. EMG1 présente des interactions génétiques avec 
plusieurs facteurs ou snoARN impliqués dans la maturation de la petite sous-unité 
ribosomique (Buchhaupt et al., 2007; Buchhaupt et al., 2006; Meyer et al., 2010). En 
particulier, la perte d’expression du snoARN de type C/D snR57 ou la surexpression du gène 
RPS19B codant la protéine ribosomique rpS19p supprime les effets d’une mutation 
thermosensible dans le gène EMG1 (Buchhaupt et al., 2006). De manière intéressante, snR57 
est un guide de méthylation ciblant le résidu G1570 dans la séquence de l’ARNr 18S. Ce résidu 
est situé au voisinage de l’hélice 45 de l’ARNr 18S qui pourrait entrer en contact avec la 
protéine rpS19p d’après la structure des ribosomes matures. Des expériences de triple-hybride 
ont par ailleurs montré qu’Emg1p pourrait se lier directement à un motif de séquence de 
l’ARNr 18S situé au voisinage du résidu G1750 et du site de liaison de Rps19p (Eschrich et al., 
2002). Il a donc été proposé qu’Emg1p puisse permettre le recrutement de Rps19p au sein des 
particules pré-ribosomiques précurseurs de la sous-unité de 40S. 
Chez la levure S. cerevisiae la protéine Bud23p méthyle un résidu spécifique de 
l’ARNr 18S elle aussi (White et al., 2008). En absence de Bud23p la croissance est fortement 
ralentie. Des expériences de sédimentation sur gradient de sucrose montre que la petite sous-
unité ribosomique n’est plus produite. Cette diminution de la quantité de sous-unité 40S libre 
est due à l’inhibition de la maturation du pré-ARNr 20S en ARNr 18S. En effet en Northern 
Blot, le pré-ARNr 20S s’accumule en absence de Bud23p et la quantité d’ARNr 18S est 
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fortement diminuée (White et al., 2008). En absence de Bud23p le résidu G1575 de l’ARNr 
18S n’est plus méthylé. Des expériences d’immunofluorescence, utilisant des protéines 
ribosomiques de la petite sous-unité comme rapporteurs ainsi qu’une sonde ciblant le 5’ de 
l’ITS1, montrent que la particule pré-ribosomique de la sous-unité 40S s’accumule dans le 
noyau. Ce phénotype peut être restauré par l’expression d’un mutant de Bud23p 
catalytiquement inactif. De plus si le résidu méthylé de manière Bud23p-dépendante est 
remplacé par un autre résidu dans des cellules ne possédant pas d’ADNr endogène une 
croissance normale est restaurée. La présence de Bud23p semble donc être essentielle à 
l’exportation de la particule pré-40S et à la synthèse de la petite sous-unité ribosomique mais 
pas son activité méthyltransférase.  
 
d. Rôle des modifications chimiques de nucléotides des ARNr 
 
Toutes les modifications post-transcriptionnelles introduites sur le pré-ARNr concernent des 
résidus des ARNr matures et sont regroupées principalement dans des régions des ARNr qui 
constituent le cœur catalytique du ribosome (centre de décodage, centre peptidyl-transférase) 
(Decatur et al., 2007). Ces modifications semblent donc essentielles pour la fonction des 
ribosomes. En effet il a été démontré que des mutations dans le gène NOP1 conduisant à la 
production d’une protéine modifiée au niveau du site de liaison à la S-adenosyl-méthionine 
inhibent la méthylation globale du pré-ARNr et la croissance sans pour autant induire de 
défaut majeur de production des ribosomes (Tollervey et al., 1993). Des effets similaires ont 
été observés suite à des mutations dans le gène CBF5 altérant le site catalytique de l’enzyme : 
la pseudouridylation globale des ARNr est inhibée mais pas la production des ARNr matures 
et ceci induit des défauts de croissance (Zebarjadian et al., 1999). L’absence des 
modifications post-transcriptionnelles de nucléotides sur le pré-ARNr ne semble donc pas 
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perturber la production des ribosomes mais conduit à la formation de ribosomes non-
fonctionnels. Il a été montré récemment qu’en absence de plusieurs snoARN guides ciblant 
des nucléotides du centre peptidyl-transférase et de l’hélice 69 de l’ARNr 25S, la structure de 
l’ARNr est affectée ainsi que l’efficacité et/ou la fidélité de la traduction (King et al., 2003; 
Liang et al., 2007). Les modifications de nucléotides des ARNr sont donc globalement 
essentielles pour la fonction des ribosomes, vraisemblablement du fait qu’elles modifient les 
propriétés d’interaction des nucléotides modifiés lors des nombreux appariements ARN/ARN 
essentiels au mécanisme de traduction. 
 
2. Clivages endo- et exonucléolytiques du pré-ARNr chez la levure 
 
Le processus de maturation des pré-ARNr chez la levure est décrit par la figure 8. Le 
transcrit ribosomique naissant est initialement clivé par la protéine Rnt1p, une 
endoribonucléase de la famille des RNase III spécifiques des ARN bicaténaires, au niveau 
d’une structure en tige-boucle localisée dans la région 3’ETS (Abou Elela and Ares, 1998; 
Henras et al., 2005; Kufel et al., 1999). Cette étape de clivage génère le pré-ARNr 35S, 
premier intermédiaire de maturation s’accumulant de manière significative dans la cellule. Le 
pré-ARNr 35S est ensuite clivé aux sites A0 et A1 dans la séquence “espaceur” 5’ ETS, ce qui 
génère les intermédiaires 33S et 32S respectivement. La coupure au site A2 dans l'ITS1 sépare 
les intermédiaires de maturation des sous-unités ribosomiques 40S et 60S : le pré-ARNr 20S 
précurseur de l’ARNr 18S, et le pré-ARNr 27SA2 précurseur des ARNr 25S et 5.8S. Les 
endonucléases impliquées dans les clivages aux sites A0, A1 et A2 restent encore inconnues. 
La protéine Rcl1p est essentielle à ces clivages, co-immunoprécipite le snoARN U3 et co-
sédimente avec les particules pré-ribosomiques de haut poids moléculaire (Billy et al., 2000). 
Cette protéine possède un domaine 3’ terminal phosphate cyclase qui semble avoir conservé 
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Figure 8. Schéma de maturation des pré-ARNr chez S. cerevisiae. 
 49 
une activité catalytique. Rcl1p pourrait donc être une des endonucléases responsables des 
clivages en ces sites, cependant cette hypothèse n’a pas encore été validée expérimentalement. 
La maturation du pré-ARNr de 20S a lieu dans le cytoplasme où le clivage au site D génère 
l'ARNr 18S. L’endonucléase responsable de ce clivage est la protéine Nob1p (Lamanna and 
Karbstein, 2010). Lamanna et ses collaborateurs approchent de manière intéressante les 
évènements nécessaires à ce clivage et mettent en évidence que le clivage au site A2 permet 
un changement conformationnel essentiel au clivage au site D chez la levure. Cette étude est 
basée sur des analyses de structure in vitro par des profils de protection au diméthylsulfate 
(DMS). Des expériences contrôles ont permis de corréler ces modèles structuraux aux 
données in vivo. Des séquences entre les sites de clivage A2 et A3 peuvent interagir avec 
l’hélice 44 de la structure de l’ARNr 18S. Il se forme ainsi une boucle qui est ouverte lors du 
clivage au site A2. Ce changement conformationnel explique le fait que Nob1p soit recrutée 
très tôt mais que le clivage au site D n’ait lieu que suite à l’exportation dans le cytoplasme du 
pré-ARNr 20S. De plus ce modèle pourrait être étendu à d’autres protéines recrutées 
précocement au sein de la particule de 90S et fonctionnelles seulement dans des étapes plus 
tardives. Ce changement conformationnel pourrait aussi permettre un contrôle qualité puisque 
le clivage au site D ne peut avoir lieu si celui au site A2 ne s’est pas déroulé correctement. Ce 
mécanisme semble conservé puisque des séquences d’homologie entre l’hélice 44 de la 
structure de l’ARNr 18S et la région entre les sites de clivages A2 et A3 de l’ITS1 sont 
retrouvées dans tous les organismes modèles testés.  
 Le pré-ARNr 27SA2 est converti en ARNr matures 25S et 5.8S par deux voies 
alternatives qui débutent dans le noyau et se terminent dans le cytoplasme. La majorité du 
pré-ARNr 27SA2 (environ 85%) est clivé au site A3 dans l'ITS1 par la RNase MRP puis les 
exonucléases 5’-3’ Rat1p et Xrn1p "grignotent" l’extrémité 5’ de l’intermédiaire 27SA3 
jusqu’au site B1S qui correspond à l’extrémité 5’ mature de la forme courte de l’ARNr 5.8S 
 50 
 
 
Figure 9. Schéma de la voie de maturation des pré-ARNr dans les cellules HeLa. 
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(5.8SS). L’autre fraction des pré-ARNr 27SA2 est clivée directement au site B1L par une 
endonucléase encore inconnue qui génère l’extrémité 5’ de la forme longue de l’ARNr 5.8S 
(5.8SL). De manière concomitante avec la maturation aux sites B1S et B1L, l'extrémité 3’ de 
l’ARNr 25S mature est générée par la digestion du fragment compris entre les sites B0 et B2 
faisant intervenir une exonucléase encore inconnue. Les deux formes de 27SB résultantes 
(27SBS et 27SBL) sont ensuite maturées par des voies identiques. Ces précurseurs sont 
d’abord clivés au site C2 par une endonucléase qui n’a pas encore été identifiée. Les 
extrémités 5’ du fragment aval généré par le clivage au site C2 sont digérées vers le site C1 par 
les exonucléases 5’-3’ Rat1p et Xrn1p permettant d’obtenir l’extrémité 5’ mature de l’ARNr 
25S. Les extrémités 3’ du fragment amont libéré par la coupure au site C2 sont elles d’abord 
digérées par l’exosome produisant une forme de l’ARNr 5.8S allongée de 30 nucléotides en 
son extrémité 3’. Les exonucléases 3’-5’ Rex1p, Rex2p et Ngl2p prennent alors le relais de 
l’exosome et terminent la maturation de l’extrémité 3’ de l’ARNr 5.8S par la digestion du 
fragment de 30 nucléotides jusqu’au site E. Dans des conditions où les clivages précoces aux 
sites A0, A1 et A2 sont affectés, le pré-ARNr 35S peut être directement clivé au site A3 par la 
RNase MRP, générant ainsi le pré-ARNr 23S qui s’étend de l’extrémité 5’ du pré-ARNr 35S 
jusqu’au site A3.  
 
3. Clivages du pré-ARNr chez les mammifères 
 
Chez les mammifères le processus de maturation est plus complexe (Bowman et al., 
1981; Hadjiolova et al., 1993; Savino and Gerbi, 1990) comme le montre la figure 9. Le 
transcrit primaire est lui aussi clivé et modifié co-transcriptionnellement et subit des clivages 
endo- et exo-nucléolytiques ainsi que d’autres modifications chimiques pour former les ARNr 
matures. Le pré-ARNr de 47S/45S est le premier précurseur des ARNr 18S, 5.8S et 28S. Il est 
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clivé aux sites 01 et 02 pour former le pré-ARNr de 45S’ qui lui peut emprunter deux voies de 
maturation différentes. La première génère le pré-ARNr de 43S suite au clivage en A0 du pré-
ARNr 45S’. Le pré-ARNr est ensuite clivé au site 2 pour générer le pré-ARNr 26S, qui 
appartient aussi à la seconde voie de maturation, ou au site 1 pour générer le pré-ARNr 41S. 
Le clivage au site 2 du pré-ARNr 41S sépare les précurseurs des deux sous-unités 
ribosomiques ; le pré-ARNr 21S précurseur de l’ARNr 18S et le pré-ARNr 32S précurseur 
des ARNr 5.8S et 28S. Le pré-ARNr 21S va subir successivement des clivages aux sites e et 3 
pour générer respectivement le pré-ARNr 18S-E et l’ARNr 18S. Le pré-ARNr 32S lui va 
subir une étape de clivage en 3’ qui conduit à la formation du pré-ARNr 12S, qui sera maturé 
en ARNr 5.8S suite à une dernière étape de clivage en 4’, et de l’ARNr 28S. Une voie 
alternative existe dans laquelle les pré-ARNr des deux sous unités sont séparés par le clivage 
au site 2 sans clivage préalable aux sites A0 et 1 comme dans la première voie. Le pré-ARNr 
45S’ est donc clivé en pré-ARNr 30S, précurseur de l’ARNr 18S, et en pré-ARNr 32S, 
précurseur des deux ARNr de la grande sous-unité ribosomique au sein du transcrit primaire. 
Le pré-ARNr 30S subit ensuite le clivage au site A0 nécessaire à la formation du pré-ARNr 
26S puis 21S par clivage au site 1. Les pré-ARNr 21S et 32S subissent ensuite les mêmes 
étapes de maturation que leurs homologues de la première voie pour aboutir aux ARNr 18S, 
5.8S et 28S. Les différents acteurs de la voie de maturation des pré-ARNr chez l’humain sont 
moins bien caractérisés que ceux de la levure. De nombreux homologues des facteurs de 
maturation des pré-ARNr de levure ont des homologues humains mais leur rôle et leur activité 
précis dans cette voie n’ont été que rarement identifiés.  
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4. Rôle de snoRNP de type C/D et H/ACA dans les clivages précoces des pré-
ARNr 
 
Comme nous l’avons vu précédemment la grande majorité des snoARN à boîtes C/D 
et H/ACA sont des guides de modifications chimiques de nucléotides mais il existe des 
exceptions. Une minorité de ces snoARN sont en effet nécessaires à certaines étapes de 
clivage du pré-ARNr et à la synthèse de l’ARNr 18S, vraisemblablement en fonctionnant en 
tant que chaperons qui assistent le repliement du pré-ARNr. Parmi ceux-ci, on trouve chez la 
levure le snoARN à boîtes C/D U3 (Hughes and Ares, 1991) et le snoARN à boîtes H/ACA 
snR30/U17 (Morrissey and Tollervey, 1993). D’autres snoARN des deux familles 
fonctionnent à la fois en tant que guides de modification et en tant que chaperons de clivage: 
le snoARN à boîtes C/D U14 (Dunbar and Baserga, 1998) et le snoARN à boîtes H/ACA 
snR10 (King et al., 2003). Alors que les gènes codant les snoARN guides de modification 
peuvent être individuellement inactivés sans conséquence sur la croissance chez la levure, les 
snoARN U3, U14 et snR30 sont essentiels à la viabilité (Hughes and Ares, 1991; Li et al., 
1990; Morrissey and Tollervey, 1993) et la perte d’expression de snR10 affecte la croissance 
à basse température (Tollervey and Guthrie, 1985). Malgré leur fonction dans les clivages du 
pré-ARNr (voir ci-dessous) ces snoARN ne présentent pas d’activité endonucléolytique. Ils 
doivent donc permettre le recrutement de protéines ayant cette propriété soit en entraînant des 
modifications de structures facilitant leur action soit en les rapprochant du pré-ARNr. 
 
a. Rôle du snoARN U3 dans la maturation du pré-ARNr 
 
L’absence du snoARN U3 affecte la production de l’ARNr mature de 18S. Des expériences 
de Northern blot ont montré qu’en l’absence d’U3, le pré-ARNr 35S s’accumule et les 
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intermédiaires 33S/32S, 27SA2 et 20S disparaissent, révélant des défauts de clivages aux sites 
A0, A1 et A2 (Hughes and Ares, 1991). Le clivage direct du pré-ARNr 35S au site A3 induit 
une accumulation de l’intermédiaire 23S qui est dégradé. Ces données indiquent que le 
snoARN U3 est nécessaire aux étapes précoces de clivage du pré-ARNr 35S et à la 
production de l’ARNr mature de 18S. Comme mentionné dans le paragraphe I.B.3., la région 
charnière d’U3 présente des zones de complémentarité au pré-ARNr au niveau de la région 5’ 
ETS (Borovjagin and Gerbi, 2000). L’introduction de mutations dans la région charnière du 
snoARN U3 affecte la production de l’ARNr 18S, indiquant que cette région est nécessaire à 
la fonction d’U3 dans les clivages précoces du pré-ARNr (Borovjagin and Gerbi, 2000). Des 
mutations compensatoires dans la région 5’ETS du pré-ARNr qui rétablissent l’appariement 
avec U3 permettent de restaurer les défauts de maturation, ce qui démontre que ces 
interactions sont importantes pour les clivages précoces conduisant à la production de l’ARNr 
18S (Beltrame and Tollervey, 1995; Borovjagin and Gerbi, 2004, 2005). Par ailleurs, les 
boîtes conservées A et A’ de U3 semblent pouvoir s’apparier avec deux séquences de l’ARNr 
18S impliquées dans la formation du pseudo-nœud, l’une proche de l’extrémité 5’ de l’ARNr 
18S et l’autre environ 1000 nucléotides en aval (Hughes, 1996; Méreau et al., 1997). Des 
mutations compensatoires ont permis de confirmer l’appariement entre la région 5’ de la boîte 
A du snoARN U3 et la boucle en 5’ de la séquence de l’ARNr 18S chez la levure (Sharma 
and Tollervey, 1999). Cette interaction est requise pour la maturation du pré-ARNr et la 
production de l’ARNr 18S. Cependant l’interaction entre la région 3’ de la boîte A et la partie 
3’ du pseudo-nœud n’a pas été validée par des mutations compensatoires. Les séquences 
impliquées pourraient donc jouer des rôles différents au cours de la maturation du pré-ARNr. 
L’ensemble de ces données suggère que l’interaction entre la région charnière d’U3 et 
la région 5’ ETS du pré-ARNr pourrait permettre un repliement optimal du pré-ARNr 
nécessaire aux étapes de clivage aux sites A0, A1 et A2. Par ailleurs, par son appariement avec 
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les séquences de l’ARNr 18S, le snoARN U3 pourrait agir comme un chaperon de 
conformation de l’ARNr 18S mais ce modèle n’a pas été entièrement validé 
expérimentalement. Les deux séquences de l’ARNr 18S qui forment le pseudo-nœud sont 
séparées par plus de 1000 nucléotides dans la séquence primaire du pré-ARNr. L’interaction 
d’U3 avec la séquence amont du pseudo-nœud permettrait d’empêcher que cette séquence 
n’interagisse avec d’autres régions du pré-ARNr tant que la séquence aval du pseudo-nœud 
n’a pas été transcrite. L’appariement subséquent du snoARN U3 avec la partie aval du 
pseudo-nœud permettrait de rapprocher les deux séquences du pseudo-nœud et de promouvoir 
l’appariement adéquat. Une étude suggère que le rapprochement entre la partie 3’ de la boîte 
A du snoARN U3 et la séquence aval du pseudo-nœud sur l’ARNr 18S pourrait être promu 
par la protéine Imp4p du sous-complexe MPP10 (Wehner et al., 2002). Ceci pourrait 
expliquer qu’il n’est pas possible de supprimer les défauts de maturation résultant de 
mutations dans la séquence aval du pseudo-nœud sur le pré-ARNr par des mutations 
compensatoires dans la partie 3’ de la boîte A du snoARN U3 (Sharma and Tollervey, 1999). 
La mutation de la séquence de l’ARNr 18S pourrait inhiber l’association d’Imp4p avec le pré-
ARNr et par conséquent le rapprochement d’U3. 
 
b. Rôle du snoARN U14 dans la maturation du pré-ARNr 
 
Le snoARN U14 est conservé au cours de l'évolution et la comparaison de séquence 
entre les formes murines et de levure a révélé la présence de quatre régions conservées 
(Jarmolowski et al., 1990). Parmi ces quatre régions, deux correspondent aux boîtes C et D, 
communes aux snoARN C/D comme nous l’avons vu, et les deux autres régions, plus 
étendues, présentent des complémentarités de séquence avec la séquence de l’ARNr 18S. Ces 
deux dernières régions sont nommées domaines A et B. Le domaine B se situe en amont de la 
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boîte D en 3’ du snoARN U14 et le domaine A lui se situe dans la moitié 5’ du snoARN. 
L’analyse fonctionnelle de ces domaines par des mutations a permis de montrer qu‘ils ne sont 
pas nécessaires à la stabilité du snoARN. Le domaine B n’est pas non plus nécessaire à sa 
fonction dans la synthèse de l’ARNr 18S alors que le domaine A est requis pour la production 
de l’ARNr 18S. Des mutations du domaine A entraînent des défauts d’accumulation d’ARNr 
18S semblables à ceux observés en absence de U14, c’est à dire des défauts de clivage aux 
sites A0, A1 et A2 du pré-ARNr 35S (Li et al., 1990). L’appariement entre domaine A et pré-
ARNr semble donc essentiel aux étapes précoces de maturation des pré-ARNr. Ceci a été 
vérifié par l’utilisation de mutations compensatoires sur le pré-ARNr 35S. En effet ces 
mutations restaurent la maturation des pré-ARNr et l’accumulation de l’ARNr 18S (Liang and 
Fournier, 1995). Des expériences de pontage aux UV in vivo grâce au psoralène sur des 
sphéroplastes de levures (Cimino et al., 1985) ont également montré que U14 interagit avec le 
pré-ARNr 35S via les domaines A et B mais aussi via des résidus en amont de sa boîte A 
(Morrissey and Tollervey, 1997). Les résidus d’un autre domaine, le domaine Y essentiel au 
fonctionnement de U14 chez la levure, interagissent eux aussi avec le pré-ARNr (Samarsky et 
al., 1996). L’interaction entre U14 et le pré-ARNr est donc complexe, comme pour U3, et 
s’effectue en plusieurs régions d'appariement. 
 
c. Rôle du snoARN snR30 dans la maturation du pré-ARNr 
 
L’inhibition de l’expression du snoARN snR30 entraîne elle aussi des défauts de 
maturation du pré-ARNr 35S identifiables par une accumulation du pré-ARNr 23S (Morrissey 
and Tollervey, 1993). Ce phénotype est le reflet de défauts de clivages aux sites A0, A1 et A2. 
Ces défauts entraînent une sous-accumulation de l’ARNr 18S et sont sûrement responsables 
de la mort cellulaire observée en absence de snR30. Des expériences de pontage aux UV in 
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vivo grâce au psoralène ont là aussi permis de montrer l’existence d’appariements directs 
entre snR30 et le pré-ARNr 35S (Morrissey and Tollervey, 1993). Une étude se basant sur 
une comparaison phylogénétique a identifié 2 motifs très conservés dans la séquence 
correspondant à la structure en épingle à cheveux en 3’ du snoARN snR30 (Atzorn et al., 
2004). Ces deux motifs sont nommés m1 (AUAUUCCUA) et m2 (AAACCAU). Une analyse 
fonctionnelle par mutations a démontré que m1 et m2 sont essentiels aux clivages précoces du 
pré-ARNr 35S et par conséquent à la production de l’ARNr 18S. Les éléments de snR30 
essentiels à la viabilité cellulaire ont été identifiés par différents mutants de délétions. Ces 
éléments se situent dans la tige boucle en 3’, lieu où l’on retrouve les motifs m1 et m2. Ces 
motifs ne sont pas essentiels pour l’accumulation de snR30. Des mutants des motifs m1 et m2 
présentent les mêmes défauts de maturation des pré-ARNr que l’absence totale de snR30, ils 
inhibent la production d’ARNr 18S, n’accumulent pas de pré-ARNr 20S, et ne modifient pas 
l’accumulation de l’ARNr 25S. Cependant ces deux mutants ont des phénotypes légèrement 
différents, le mutant du motif m1 entraîne une plus forte accumulation du pré-ARNr 35S alors 
que le mutant du motif m2 conduit à une plus forte accumulation du pré-ARNr 23S, suggérant 
que ces deux motifs ont des fonctions différentes dans la maturation des pré-ARNr (Atzorn et 
al., 2004). Il a été démontré que ces deux motifs s’apparient avec de petites séquences de 
l'ARNr 18S au sein du pré-ARNr 35S (Fayet-Lebaron et al., 2009). De nouvelles expériences 
de crosslink in vivo au psoralène ont défini de manière plus précise les régions d’interaction 
entre snR30 et le pré-ARNr 35S. snR30 est associé au pré-ARNr 35S entre les bases C646 et 
A1246 de la séquence de l’ARNr 18S. Dans cette région deux motifs complémentaires aux 
motifs m1 et m2 de snR30 ont été identifiés, les motifs rm1 (G802-A806) et rm2 (U836-U841) 
respectivement. Ces deux motifs se situent dans le segment ES6, spécifique des eucaryotes, de 
l’ARNr 18S et sont localisés dans une structure en tige-boucle. Des mutations de rm1 et rm2 
ne permettent plus l’accumulation d’ARNr 18S. Des mutations compensatoires de m1 et m2 
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compensent les défauts dus aux mutations des motifs rm1 et rm2. Les motifs m1 et m2 se 
situent à une distance constante de la boîte ACA. Des expériences d’insertion ou de délétion 
de résidus permettant d’augmenter ou de diminuer cet écart entre m1/m2 et la boîte ACA 
montrent qu’un espacement correct entre les séquences de reconnaissance de l’ARNr 18S et la 
boîte ACA de snR30 est essentiel pour une maturation des pré-ARNr efficace (Fayet-Lebaron 
et al., 2009). 
La purification des snoRNP snR30 révèle qu’elles sont composées de 10 protéines 
(Lübben et al., 1995) dont les protéines communes à tous les snoRNP H/ACA (Cbf5p, Gar1p, 
Nhp2p et Nop10p) et 3 protéines spécifiques de snR30. Il a déjà été noté que les éléments 
essentiels de snR30 se situent dans sa partie 3’. Il s’avère que la partie haute de l’épingle à 
cheveux en 3’ est cruciale pour l’accumulation d’ARNr 18S. En effet le remplacement des 
séquences de cette région par les séquences équivalentes de snR5, et plus particulièrement de 
celles de la partie distale, entraîne des défauts de maturation des pré-ARNr conduisant à la 
production de l’ARNr 18S. Ce résultat suggère que la tige boucle en 3' de snR30 contient un 
élément, autre que m1 et m2, essentiel à la production de l’ARNr 18S. Des expériences de 
sédimentation sur gradient de sucrose d’un mutant de cet élément ont montré que celui-ci 
n’est plus capable de co-sédimenter avec la particule de 90S et forme une snoRNP plus légère 
qu’en présence de snR30 sauvage (Fayet-Lebaron et al., 2009). Cet élément semble donc 
essentiel au recrutement des protéines spécifiques de snR30 qui doivent être nécessaires à 
l’incorporation de la snoRNP snR30 dans la particule de 90S et à la production de l’ARNr 
18S. 
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d. Rôle du snoARN snR10 dans la maturation des ARNr 
 
Ce snoARN est un snoARN à boîtes H/ACA participant à la fois aux modifications 
chimiques des pré-ARNr et à leurs clivages. Bien que le gène codant ce snoARN ne soit pas 
essentiel des insertions dans celui-ci, inhibant la production du snoARN snR10, entraînent un 
fort défaut de croissance (Tollervey and Guthrie, 1985). En absence du snoARN snR10 le pré-
ARNr 35S s’accumule, les pré-ARNr 27SA et 20S ne sont plus produits et le pré-ARNr 23S 
apparaît suggérant des défauts de clivages aux sites A0, A1 et A2 (Tollervey, 1987). Le 
snoARN snR10 est donc requis pour la production de l’ARNr 18S. Cependant des 
expériences de “pulse chase” montrent que même en absence de snR10 une quantité non 
négligeable de 18S est synthétisée. Le snoARN snR10 n’est donc pas indispensable pour les 
clivages en A0, A1 et A2, ce qui est en accord avec le fait que son gène ne soit pas essentiel à 
la viabilité cellulaire. Des mutations des gènes RRP5 et ROK1 sont synthétiques létales avec 
l’absence de snR10 (Venema et al., 1997; Venema and Tollervey, 1996). Le gène de snR10 a 
également été retrouvé dans un crible recherchant des suppresseurs des défauts de clivage au 
site A2 observés suite à une mutation du gène RRP5 (Torchet and Hermann-Le Denmat, 
2000). Très récemment des expériences d’hybrides et de mutations des différents domaines du 
snoARN snR10 ont montré que chaque domaine semble avoir une fonction bien particulière 
dans la synthèse des ribosomes (Liang et al., 2010). La maturation des pré-ARNr nécessite la 
présence de l’épingle à cheveux en 5’ du snoARN snR10 et en particulier une courte séquence 
de 7 nucléotides (C75CAUGAA81) situés dans une région d’ARN simple brin alors qu’une 
séquence dans la tige boucle en 3’ guide la pseudouridylation d’un résidu de la séquence de 
l’ARNr 25S (King et al., 2003; Liang et al., 2010). De plus une insertion d’un nucléotide dans 
la séquence guide de pseudouridylation entraîne un fort défaut de maturation des précurseurs 
de l’ARNr 18S. Cette insertion conduit à l’accumulation du pré-ARNr 20S et ralenti 
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l’apparition de l’ARNr 18S observée en “pulse chase” (Liang et al., 2010). De plus les pré-
ARNr 23S, 21S, 35S et 32S sont également maturés plus lentement. Ces défauts suggèrent 
donc un fort ralentissement du clivage au site A2 et un défaut plus modéré des clivages aux 
sites A0 et A1. L’effet de l’insertion dans la séquence guide de pseudouridylation sur la 
maturation des précurseurs de l’ARNr 18S est dépendant de la séquence de 7 nucléotides 
essentielle aux clivages. En effet dans un hybride possédant à la fois la tige boucle 5’ d’un 
autre snoARN à boîtes H/ACA (snR36) et la tige boucle en 3’ de snR10 comportant 
l’insertion ces défauts ne sont pas observés. La pseudouridylation guidée par snR10 n’est pas 
essentielle à la maturation des pré-ARNr mais l’insertion dans cette séquence entraîne une 
modification de la structure du snoARN qui ne peut plus exercer sa fonction dans la 
maturation des pré-ARNr (Liang et al., 2010). 
 
5. Rôle de certains composants protéiques de la particule de 90S dans les étapes 
de clivages précoces du pré-ARNr 
 
De nombreuses études sur les facteurs d’assemblage de la particule de 90S soulignent 
le fait que leur absence conduit à des défauts de production de l’ARNr 18S mature. En effet 
l’absence de ces facteurs induit en général une accumulation des pré-ARNr 35S et 23S, 
résultant du clivage direct du pré-ARNr au site A3, et une diminution des pré-ARNr 27SA2 et 
20S. Ce profil de maturation est spécifique de défauts de clivage aux sites A0, A1 et A2. Les 
intermédiaires 27SA3, 27SBS et 27SBL s’accumulent normalement, suggérant que les clivages 
aux sites A3 et B1L ne sont pas affectés, ce qui permet une production normale des ARNr 25S 
et 5.8S. Dans la majorité des cas, la fonction moléculaire précise de ces facteurs dans les 
étapes de clivage aux sites A0, A1 et A2 du pré-ARNr reste inconnue. Certains facteurs de la 
particule de 90S affectent de manière différentielle ces étapes de clivage. Des intermédiaires 
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aberrants de 22S et 21S sont alors observés en leur absence, lesquels s’étendent des sites A0 
ou A1 respectivement au site A3, mais ces cas restent rares. Dans la partie suivante je ne 
présenterai donc que les facteurs ayant été étudiés plus en détail. 
 
a. Rôle de certaines hélicases dans les clivages précoces 
 
L’hélicase Prp43p, outre sa fonction dans la dissociation de snoARN des particules 
pré-ribosomiques participe aussi au clivage effectué par la RNase Nob1p au site D permettant 
la maturation du pré-ARNr 20S en ARNr 18S (Bohnsack et al., 2009; Pertschy et al., 2009). 
En effet in vitro Nob1p est capable de cliver de manière spécifique un substrat mimant le site 
de clivage D. Des mutations du domaine PIN de Nob1p et de la boîte DEAH de Prp43p 
inhibent le clivage au site D du pré-ARNr 20S in vivo (Pertschy et al., 2009). Un crible 
synthétique létal a permis de montrer une interaction génétique entre Nob1p et le facteur 
tardif des particules pré-40S Ltv1p, l’hélicase Prp43p et son partenaire Pfa1p. L’absence de 
Ltv1p associée à des mutations de Prp43p ou Pfa1p induit une accumulation du pré-ARNr 
20S suggérant que ces protéines sont aussi requises pour un clivage efficace au site D. Ce 
phénotype est supprimé par la surexpression de Nob1p mais pas par un mutant catalytique de 
cette protéine. Des expériences de “CRAC” confirment l’implication de Prp43p dans le 
clivage au site D (Bohnsack et al., 2009). En effet Prp43p s’associe à une séquence de l’ARNr 
18S au sein du pré-ARNr. Cette séquence se situe dans ce qui constituera l’hélice 44 de la 
structure de l’ARNr 18S, près du 3’ du 18S et qui correspond à la région dans laquelle se situe 
le site D de clivage. 
 
La protéine Dhr1p, une hélicase potentielle de la famille des hélicases à boîte DEAH 
associée au snoARN U3 et présente dans la particule de 90S, pourrait aussi moduler les 
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interactions ARN-ARN pendant la formation du pseudo-nœud central de la séquence de 
l’ARNr 18S (Colley et al., 2000). L’absence de Dhr1p entraîne un défaut de production de 
l’ARNr 18S accompagné d’une accumulation faible du pré-ARNr 35S, de la diminution des 
pré-ARNr 27SA2 et 20S et de l’apparition des pré-ARNr 22S et 23S. Ce phénotype reflète une 
inhibition des clivages aux sites A1 et A2 du pré-ARNr 35S. La snoRNP U3 est essentielle à 
ces clivages. Dhr1p interagit physiquement avec le snoARN U3 et les facteurs Mpp10p et 
Rcl1p associés à ce snoARN. Dhr1p est donc nécessaire à des clivages dépendants de la 
snoRNP U3 à l’extrémité 5’ de la séquence de l’ARNr 18S et interagit avec des composants 
de cette snoRNP. Des expériences d’extension d’amorce confirment l’implication de Dhr1p 
dans les clivages au sein de l’ITS1, en 5’ de l’ARNr 18S. Les auteurs proposent donc un 
modèle selon lequel l’hélicase Dhr1p serait nécessaire à la formation du pseudo-nœud central 
de l’ARNr 18S nécessaire aux clivages A1 et A2. L’interaction avec la snoRNP U3 permettrait 
le rapprochement de Dhr1p de l’extrémité 5' de l’ARNr 18S, cette hélicase pourrait alors en 
modifier la structure, permettre la formation du pseudo-nœud central et les clivages en A1 et 
A2. 
 
La protéine Esf2p interagit physiquement avec des facteurs de maturation du pré-
ARNr, une purification de type TAP montre qu’elle interagit avec les pré-ARNr contenant le 
5’ ETS, ainsi qu’avec les snoARN U3, snR30, snR10 et U14 (Hoang et al., 2005). Elle est 
essentielle à l’assemblage et à la fonction du pré-ribosome de 90S ; des étalements de 
chromatine montrent qu’en son absence les “boules” terminales ne sont plus formées. De plus 
des expériences de Northern Blot montrent une légère accumulation des pré-ARNr 35S et 
33/32S (preuves de clivages aux sites A0, A1 et A2 ralentis) quand ESF2 n’est plus exprimé. 
Esf2p co-sédimente avec les particules de 90S et avec une particule de plus petit poids 
moléculaire mais n’est pas enrichie dans les particules pré-ribosomiques de la sous-unité 40S 
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suggérant qu’elle est dissociée très tôt de la particule de 90S, probablement au moment du 
clivage au site A2. Esf2p présente également des interactions physiques avec au moins 4 ARN 
hélicases putatives (Has1p, Dbp4p, Dbp8p, Hca4p) ainsi qu’avec les protéines Nop1p et 
Pwp2p. Esf2p est donc associée à des snoARN à boîtes C/D (U3 et U14) ainsi qu’à un 
composant cœur des snoRNP C/D (Nop1p), cependant le profil de méthylation observé par le 
“pulse-chase” à la méthionine tritiée suggère qu’Esf2p n’est pas essentielle pour la fonction 
des snoARN. Cette protéine pourrait permettre la dissociation des snoARN du 5' ETS du pré-
ARNr en collaborant avec Has1p et Dbp4p. L’homologue humain de Esf2p, ABT1, est lui 
aussi retrouvé dans le nucléole ce qui suggère que son rôle dans la synthèse des ribosomes est 
conservé (Andersen et al., 2002). 
 
b. Rôle controversé du module t-UTP/UTP-A dans le couplage entre 
transcription par l’ARN Pol. I et maturation du pré-ARNr 
 
Les protéines du complexe t-UTP ont dans un premier temps été différenciées des 
autres UTP par leur fonction dans la transcription par l’ARN Pol. I (Gallagher et al., 2004). 
Ces protéines semblent interagir au sein d’un complexe qui persiste lorsque la transcription 
par l’ARN Pol. I ou l’assemblage du SSU processome sont compromis. Ce complexe t-UTP 
semble s’associer directement à la chromatine ribosomique et être requis pour la transcription 
par l’ ARN Pol. I (Gallagher et al., 2004). Plus récemment, le rôle des protéines t-UTP dans la 
transcription par l’ARN Pol. I a été remis en question par deux articles. Dans une première 
étude il a été montré que l’absence des protéines Utp5p et Utp15p n’inhibe pas 
significativement la synthèse des pré-ARNr visualisés par des expériences de “RUN-ON” 
(Wery et al., 2009). Ceci est également suggéré par le fait que l’absence d’un composant du 
complexe t-UTP, Utp10p, n’entraîne pas la disparition du transcrit primaire chez la levure 
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suggérant que la transcription par l’ARN Pol. I n’est pas affectée (Dez et al., 2007). Ces 
études suggèrent que l’absence de composants de ce complexe entraîne la dégradation du pré-
ARNr 35S par le complexe TRAMP5 plutôt qu’une inhibition de la transcription par l’ARN 
Pol. I. Des doubles mutants n’exprimant pas un composant du complexe t-UTP ni le facteur 
Trf5p du complexe TRAMP5 accumulent le pré-ARNr 35S (Dez et al., 2007).  
 
c. Rôle de la protéine Rrp5p dans les réactions de clivage du pré-ARNr 
 
La protéine Rrp5p est un composant atypique de la particule de 90S car elle est requise 
à la fois pour les clivages aux sites A0, A1 et A2 et pour le clivage au site A3 catalysé par la 
RNase MRP. De ce fait, la perte d’expression de Rrp5p affecte la production de l’ARNr 18S 
et de la forme courte de l’ARNr 5.8S (Venema and Tollervey, 1996). La protéine Rrp5p est 
une protéine de très haut poids moléculaire (environ 200kDa) qui ne semble pas présenter 
d’activité endonucléase. Comme nous l’avons vu dans le paragraphe I.B.2.c. cette protéine 
contient dans sa région amino-terminale 12 domaines de liaison à l’ARN de type S1 et dans sa 
région carboxy-terminale des répétitions tetratricopeptide (TPR) permettant probablement des 
interactions protéine-protéine (de Boer et al., 2006). Les fonctions de la protéine dans les 
clivages aux sites A0, A1 et A2 d’une part et dans le clivage au site A3 d’autre part peuvent 
être séparées fonctionnellement (Eppens et al., 1999; Torchet et al., 1998; Vos et al., 2004a). 
Il semble que les 8 premiers domaines S1 d’interaction à l’ARN sont requis pour le clivage au 
site A3 et la synthèse de l’ARNr 5.8S alors que la partie carboxy-terminale contenant les 
domaines TPR est nécessaire à la production de l’ARNr 18S. De manière intéressante, ces 
deux régions de la protéine exprimées indépendamment chez la levure assument partiellement 
la fonction de la protéine intacte, ce qui montre que les deux parties de Rrp5p peuvent 
fonctionner en trans dans la maturation du pré-ARNr (Eppens et al., 1999; Torchet and 
 65 
Hermann-Le Denmat, 2000; Torchet et al., 1998). Dans une souche de levure exprimant les 
régions amino- et carboxy-terminales de Rrp5p en trans, le clivage au site A2 est fortement 
affecté alors que les clivages aux sites A0 et A1 ne sont que faiblement retardés (Torchet and 
Hermann-Le Denmat, 2000). De même, dans une souche de levure exprimant une version 
modifiée de Rrp5p dépourvue des 3 derniers domaines S1 d’interaction avec l’ARN, le 
clivage au site A2 est totalement aboli et cela n’entraîne pas de défaut de croissance (Vos et 
al., 2004b). Ces données suggèrent que le clivage au site A2 n’est pas essentiel à la production 
de l’ARNr de 18S et que le pré-ARNr 21S, qui s’étend du site A1 (extrémité 5’ de l’ARNr 
18S) au site A3 peut-être efficacement converti en ARNr 18S mature. In vitro, la protéine 
Rrp5p purifiée se lie à l’ARN avec une préférence pour les ARN simple brin riches en 
uridines (de Boer et al., 2006). Des expériences d’immunoprécipitation ont montré que Rrp5p 
est retrouvée associée in vivo aux pré-ribosomes contenant le pré-ARNr 27SA2 mais pas aux 
particules contenant les pré-ARNr 27SB, suggérant que Rrp5p interagit avec la région 3' de 
l'ITS1 située entre les sites A2 et B1L (de Boer et al., 2006). Plusieurs régions monocaténaires 
riches en résidus uridines sont présentes dans cette région, lesquelles pourraient correspondre 
aux sites d’interaction de Rrp5p. L’ensemble de ces données suggèrent que le rôle de Rrp5p 
dans la maturation du pré-ARNr est très complexe. Par l’intermédiaire de ses motifs TPR la 
protéine pourrait être nécessaire à l’assemblage de la machinerie impliquée dans les clivages 
précoces du pré-ARNr. Par ailleurs, la protéine pourrait permettre la reconnaissance du site de 
clivage A2 par l'endonucléase en modifiant la structure de l'ITS1 grâce aux trois derniers 
motifs S1 d’interaction avec l’ARN. Pour l’instant le rôle des 8 premiers domaines S1 dans le 
clivage au site A3 reste mal compris (Eppens et al., 2002; Eppens et al., 1999). 
Chez l’homme, l’homologue de Rrp5p, une protéine liant le facteur de transcription 
NF-κB nommée NFBP, colocalise avec le snoARN U3 et le co-immunoprécipite dans des 
fractions nucléolaires. Des expériences de Northern blot montrent que NFBP est aussi requise 
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pour les clivages aux sites 01, 1 et 2 correspondant aux sites A0, A1 et A2 de levure (Sweet et 
al., 2008). La fonction de Rrp5p dans les clivages en ces sites semble donc être conservée.  
 
d. La protéine Utp24p pourrait être une des endonucléases impliquées 
dans les clivages précoces du pré-ARNr 
 
La protéine Utp24p contient un domaine PINc (PilT N terminus) aussi retrouvé dans 
des endo- ou des exo-ribonucléases putatives ou avérées telles que Nob1p et Rrp44p. Ce 
domaine pourrait permettre la liaison des RNases aux nucléotides ciblés (Bleichert et al., 
2006). Ces données d’analyse de séquence, combinées au fait qu’Utp24p interagit avec la 
particule de 90S suggèrent qu’Utp24p pourrait être une des endonucléases impliquées dans les 
clivages précoces du pré-ARNr 35S. L’absence d’Utp24p induit une accumulation des pré-
ARNr 35S et 23S indiquant qu’Utp24p est nécessaire aux clivages du pré-ARNr 35S aux sites 
A0, A1 et A2. Des mutations ponctuelles dans le gène UTP24, qui altèrent le domaine PINc de 
la protéine, résultent en l’inhibition des clivages aux sites A1 et A2 seulement. Utp24p pourrait 
donc être directement responsable de ces clivages mais des études plus approfondies devront 
être réalisées pour confirmer cette hypothèse.  
 
e. Les protéines Utp10p et Utp20p pourraient être impliquées dans les 
clivages précoces du pré-ARNr et dans la détection de pré-ARNr 
aberrants 
 
La protéine Utp10p, contenant des répétitions HEAT, est retrouvée préférentiellement 
associée au précurseur aberrant de 23S dans des expériences d’immunoprécipitation (Dez et 
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al., 2007). L’absence d’Utp10p entraîne une accumulation du pré-ARNr 35S, une diminution 
des pré-ARNr 32S, 27SA2, 27SB et 20S et l’apparition du pré-ARNr 23S. Ces défauts de 
maturation deviennent moins prononcés dans une souche de levure dépourvue en plus de la 
protéine Trf5p, la poly-A polymérase du complexe TRAMP5 qui facilite la dégradation de 
molécules d’ARN par l’exosome dans certaines conditions (Egecioglu et al., 2006; Haracska 
et al., 2005; Houseley et al., 2006; LaCava et al., 2005; Vanácová et al., 2005; Wery et al., 
2009). En particulier, l’inactivation de Trf5p restaure partiellement les défauts d’accumulation 
du pré-ARNr 20S et de l’ARNr mature 18S résultant de la perte d’expression d’Utp10p. 
Utp10p pourrait donc interagir avec certains intermédiaires aberrants de maturation et faciliter 
leur dégradation. Des résultats similaires ont été obtenus avec la protéine Utp20p de la 
particule de 90S qui pourrait donc participer aussi au ciblage de pré-ARNr aberrants vers la 
machinerie de dégradation (Dez et al., 2007). 
 
6. La maturation des particules pré-ribosomiques débute de manière co-
transcriptionnelle 
 
Il a longtemps été envisagé que tant les modifications de nucléotides du pré-ARNr que 
les réactions de clivage débutaient une fois le pré-ARNr 35S complètement synthétisé, donc à 
un stade post-transcriptionnel. Cependant, l’analyse d’étalements de Miller en microscopie 
électronique a montré que les boules terminales à l’extrémité des transcrits naissants 
disparaissent lorsque les polymérases atteignent approximativement la région de l’ADNr 
codant la partie 5’ de l’ARNr 25S et les transcrits naissants deviennent plus courts (Osheim et 
al., 2004). Ces observations ont permis de proposer pour la première fois que dans des 
cellules de levure en conditions de croissance favorable, le clivage des transcrits naissants au 
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site A2 dans l’ITS1 se produit co-transcriptionnellement et libère le pré-ARNr 20S et la 
particule pré-40S avant que la transcription de l’ADNr ne soit terminée.  
Cette conclusion a été très récemment confirmée par une autre étude (Kos and 
Tollervey, 2010). Les auteurs de cette étude ont modifié la technique du “pulse chase” afin 
de pouvoir visualiser les différents intermédiaires de maturation du pré-ARNr suite à des 
temps très courts de marquage à l’uracile tritiée. En quantifiant les signaux obtenus pour les 
différents intermédiaires et en développant un modèle mathématique, ces auteurs ont pu 
déterminer des cinétiques d’apparition des différents pré-ARNr et ainsi avoir une vision 
dynamique de la maturation du pré-ARNr. Cette analyse quantitative a permis d’une part 
d’estimer la vitesse de polymérisation de l’ARN Pol. I à environ 40 nucléotides par seconde, 
ce qui implique que la synthèse complète du pré-ARNr 35S nécessite 170 secondes. La durée 
de vie de cet intermédiaire est très courte, de l’ordre de 10 secondes. D’autre part la cinétique 
d’apparition du pré-ARNr 20S montre que cet intermédiaire apparaît trop précocement après 
le début du marquage radioactif pour provenir uniquement d’un clivage post-transcriptionnel 
du pré-ARNr 35S. D’après le modèle mathématique, il semble que 70% des transcrits 
naissants soient clivés co-transcriptionnellement au site A2 dans des cellules de levure en 
croissance active. Ce clivage semble se produire quand l’ARN polymérase a synthétisé un peu 
plus de 1000 nucléotides additionnels après le site A2, donc lorsqu’elle est en train de 
synthétiser la région 5’ de la séquence de l’ARNr 25S, ce qui corrobore les résultats de 
Osheim et de ses collaborateurs (Osheim et al., 2004). L’analyse des cinétiques d’apparition 
des pré-ARNr 20S et 27S dans des expériences similaires de “pulse chase” mais utilisant de 
la méthionine tritiée a également permis de montrer que la majorité des méthylations du pré-
ARNr se produit de manière co-transcriptionnelle, sur les transcrits naissants (Kos and 
Tollervey, 2010). 
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II. LES CONNEXIONS ENTRE SYNTHESE DES 
RIBOSOMES ET PROGRESSION DU CYCLE CELLULAIRE 
CHEZ LES EUCARYOTES  
La synthèse des ribosomes est un processus cellulaire essentiel qui est très couteux en 
énergie. En effet, la synthèse des composants structuraux des ribosomes et des nombreux 
facteurs d’assemblage et snoRNP nécessaires à la maturation des particules pré-ribosomiques 
requiert l’activité des trois ARN polymérases. L’ARN polymérase I est requise pour la 
synthèse du pré-ARNr de 35S précurseur des ARNr 18S, 5.8S et 25S/28S, l’ARN polymérase 
III pour la synthèse de l’ARNr 5S et l’ARN polymérase II assure la transcription des gènes 
codant les protéines ribosomiques, les facteurs d’assemblage et les snoARNs. Ce processus 
doit donc être régulé de façon minutieuse pour éviter à la cellule une consommation inutile 
d’énergie. De plus les ribosomes étant responsables de la synthèse protéique, des défauts de 
production des ribosomes affectent nécessairement la production des protéines cellulaires et 
sont donc délétères pour la cellule. Un nombre croissant d’études suggère que la synthèse des 
ribosomes est coordonnée à d’autres processus essentiels de la vie cellulaire et en particulier à 
la progression du cycle cellulaire.  
Des études réalisées chez la levure et dans des cellules de mammifères semblent 
indiquer que les connexions entre synthèse des ribosomes et progression du cycle cellulaire 
font intervenir au moins deux aspects. Il semble exister d’une part un mécanisme de 
régulation conservé sur le plan évolutif qui permettrait à la cellule de détecter des défauts de 
synthèse des sous-unités ribosomiques et d’arrêter le cycle cellulaire en phase G1. Ce 
mécanisme permettrait d’éviter que la cellule ne s’engage dans la réplication de l’ADN et la 
division cellulaire dans des conditions où la synthèse protéique globale pourrait être menacée. 
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Figure 10. Schéma de cycles cellulaires eucaryotes chez la levure S. cerevisiae (A) et chez les 
mammifères (B). 
www.csb.ethz.ch/research/dynamic/img/Scer-cellcycle?hires www.daviddarling.info/images/cell_cycle.jpg
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Le second aspect réside dans le fait que la perte d’expression ou l’inactivation d’un 
certain nombre de protéines ribosomiques ou de facteurs d’assemblage des particules pré-
ribosomiques induit des arrêts du cycle cellulaire en phases S, G2 ou en mitose, qui ne 
semblent pas être des conséquences indirectes de défauts de production des ribosomes. Ceci 
suggère que certains facteurs impliqués dans la synthèse des ribosomes sont nécessaires pour 
la progression de certaines étapes du cycle cellulaire en plus de leur fonction ribosomique. 
 
A. Les grandes lignes du cycle cellulaire chez les 
Eucaryotes 
 
Le cycle cellulaire d’une cellule eucaryote se déroule en 4 phases majeures (Figure 
10). La phase G1 (“Growth 1”) durant laquelle la cellule va croître jusqu’à atteindre une taille 
critique et accumuler le matériel nécessaire à sa division. La phase S (“Synthesis”) pendant 
laquelle la cellule réplique son ADN pour générer deux copies identiques de son matériel 
génétique, lesquelles seront ensuite divisées équitablement entre cellule mère et cellule fille. 
La phase G2 (“Growth 2”) où la cellule continue à se préparer à la division en mettant en 
place les machineries nécessaires, telles que par exemple le fuseau mitotique. Enfin, la phase 
M (“Mitosis”) consiste dans la séparation des deux lots de chromosomes ainsi que d’une 
partie du matériel nucléaire et cytoplasmique dans les 2 cellules résultantes afin qu’elles 
contiennent chacune les éléments essentiels à leur survie. La mitose se divise en 6 sous-étapes 
appelées prophase, prométaphase, métaphase, anaphase, télophase et cytodiérèse. Chez les 
eucaryotes il existe 2 types de mitoses : les mitoses fermées, comme chez la levure S. 
cerevisiae par exemple, où la membrane nucléaire reste intacte et les mitoses ouvertes, 
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comme chez les mammifères, où la membrane nucléaire se désagrège sous forme de vésicules 
en prométaphase.  
Le contrôle de la progression du cycle cellulaire repose sur de nombreux événements 
de phosphorylation / déphosphorylation catalysés par différentes protéines kinases, appelées 
Cdk (“Cyclin-dependent kinases”) et phosphatases respectivement. L’activation des Cdk fait 
intervenir des petites protéines appelées cyclines, qui s'associent avec les Cdk pour former des 
hétéro-dimères. Une Cdk donnée peut interagir avec plusieurs cyclines différentes et 
inversement. Chaque phase du cycle cellulaire et chaque transition entre les différentes phases 
fait intervenir un ou plusieurs complexe(s) Cdk-cycline (pour revue (Suryadinata et al., 
2010)). Les cyclines sont généralement des protéines ayant une demi-vie très courte, qui sont 
synthétisées très transitoirement à certaines étapes clés du cycle cellulaire pour activer 
certaines Cdk spécifiques. 
Au cours de la progression des cellules dans le cycle, différents points de contrôle ont 
été mis en place afin de vérifier que les différentes étapes se déroulent de manière optimale. A 
chaque point de contrôle, des mécanismes de régulation intègrent des paramètres internes 
et/ou environnementaux qui vérifient que les conditions sont favorables au franchissement de 
la phase du cycle cellulaire (pour revue (Johnson and Walker, 1999)). Il existe trois points de 
contrôles majeurs. Le point de restriction (chez les eucaryotes supérieurs) ou START (chez la 
levure) en fin de la phase G1 qui conditionne le passage en début de phase S. Les cellules 
s’arrêtent au niveau de ce point de contrôle quand les conditions environnementales ne sont 
pas favorables à la division ou quand elles entrent en phase G0 de quiescence pour attendre un 
signal favorable à la reprise du cycle. Le second point de contrôle se produit en fin de phase 
G2 et s’assure que les conditions sont optimales pour le début de la mitose. Ce point de 
contrôle met en jeu des mécanismes permettant de détecter et de réparer les dommages à 
l’ADN avant le passage en mitose. Enfin il existe un point de contrôle du cycle cellulaire au 
 73 
cours de la métaphase, au moment de l’assemblage du fuseau mitotique (“spindle assembly 
checkpoint”). Ce point de contrôle permet d’empêcher le déroulement de l'anaphase avant que 
toutes les conditions requises pour la ségrégation des chromosomes soient réunies. Quand 
tous les chromosomes sont alignés sur la plaque métaphasique, associés au fuseau mitotique 
et soumis à la tension bipolaire exercée par les centrosomes (dans les cellules de mammifères) 
ou le SPB (“Spindle Pole Body” chez la levure), l’entrée en anaphase peut avoir lieu.  
 
B. Un mécanisme conservé de surveillance de la 
synthèse des ribosomes influencerait directement la 
transition G1/S 
1. Des défauts de synthèse des ribosomes induisent un arrêt rapide du cycle 
cellulaire en G1 chez la levure 
 
Une corrélation entre vitesse de croissance, taille de la cellule et synthèse des 
ribosomes a été établie chez S. cerevisiae. Pour pouvoir entrer en phase S et s’engager dans 
un cycle de division cellulaire, la cellule doit avoir atteint une taille critique durant la phase 
G1. L’augmentation de taille durant la phase G1 requiert nécessairement une production 
active de protéines. Un défaut de synthèse des ribosomes, qui diminue le contenu en 
ribosomes de la cellule, empêche ou ralentit fortement la croissance durant la phase G1 ce qui 
résulte dans des retards de franchissement de la transition G1/S et donc dans une 
accumulation de cellules en phase G1 (Johnston et al., 1977; Kief and Warner, 1981). 
L’importance d’une synthèse protéique active pour la croissance en G1 et le passage de la 
transition G1/S est illustré expérimentalement par le fait que le traitement de cellules de 
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levure par du cycloheximide, un inhibiteur de la synthèse protéique, bloque le passage de la 
transition START (Popolo et al., 1982). 
De nombreuses études ont décrit que l’inactivation de facteurs requis pour la synthèse 
des ribosomes induit un arrêt du cycle cellulaire en phase G1, probablement du fait que cette 
inactivation entraîne un défaut de production des ribosomes et par conséquent de traduction. 
Cependant, des données de la littérature suggèrent l’existence d’un mécanisme de régulation 
qui surveille les étapes précoces de la synthèse des ribosomes et influence le passage de la 
transition START chez la levure. La protéine Sda1p est un facteur d’assemblage des 
particules pré-ribosomiques requis pour la synthèse de la sous-unité ribosomique 60S. En 
absence de Sda1p les cellules de levure s’arrêtent rapidement dans le cycle cellulaire avec un 
seul contenu en ADN, c’est à dire durant la phase G1, avant passage de la transition START 
(Buscemi et al., 2000; Saracino et al., 2004; Zimmerman and Kellogg, 2001). Ces cellules 
sont majoritairement sans bourgeon et elles ne semblent pas exprimer Cln2p, une cycline 
spécifique de la phase G1. La surexpression de cette cycline dans les cellules où Sda1p est 
absente ne restaure cependant pas le phénotype sauvage, suggérant que l’arrêt en G1 observé 
en l’absence de Sda1p n’est pas simplement du à la perte d’expression de cette cycline. 
Lorsque cet arrêt en phase G1 se produit, il ne semble pas y avoir de défaut général de 
traduction qui pourrait empêcher la croissance et le passage de la transition G1/S. Ces 
données suggèrent que le défaut de synthèse des ribosomes résultant de l’absence de Sda1p 
induit un arrêt du cycle cellulaire en G1 avant même qu’il ne se traduise par une réduction du 
contenu en ribosomes et du taux de traduction. 
Dans une autre étude, les conséquences de la perte d’expression de la protéine 
Pwp2p/Utp1p sur la progression du cycle cellulaire ont été étudiées (Bernstein et al., 2007). 
Suite à la disparition de la protéine, la proportion de cellules sans bourgeon dans la culture 
augmente rapidement ce qui traduit une accumulation en phase G1. Lorsque ce phénotype 
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apparaît, le niveau d’accumulation de la cycline Cln3p, une cycline spécifique de la phase G1, 
n’est pas diminué et il n’y a pas de défaut global de traduction comme en attestent des 
expériences de marquage à la méthionine 35S (Bernstein et al., 2007). Ces résultats suggèrent 
que le défaut de synthèse des ribosomes résultant de la perte d’expression de Pwp2p est 
directement corrélé à un arrêt du cycle cellulaire en phase G1. Cet arrêt du cycle semble 
nécessiter la protéine Whi5p (Costanzo et al., 2004; de Bruin et al., 2004) puisqu’en l’absence 
de Whi5p, l’arrêt en G1 dû à la perte de Pwp2p n’est plus observé. Whi5p est un régulateur 
négatif de la transition START qui inhiberait, durant la phase G1, la transcription des gènes 
induits après passage de la transition G1/S. La plupart de ces gènes sont transcrits par des 
complexes de facteurs de transcription appelés SBF (Swi4p+Swi6p) et MBF (Mbp1p+Swi6p) 
(Breeden, 2003). Pendant la phase G1, Whi5p interagit avec SBF et empêche ainsi 
l’expression de ses gènes cibles. L’association de Whi5p avec le complexe SBF dépend de 
son état de phosphorylation. Au moment de la transition G1/S, une des protéines kinases 
dépendantes des cyclines spécifiques de la phase G1, Cdc28p, phosphoryle Whi5p qui est 
alors dissociée du complexe SBF et exportée hors du noyau. Whi5p présente des similarités 
fonctionnelles avec le suppresseur de tumeur rétinoblastoma (Rb) humaine qui contrôle la 
prolifération cellulaire via sa capacité à lier et réprimer les domaines transactivateurs E2F des 
promoteurs des gènes requis pour la réplication de l’ADN et la mitose (Binné et al., 2007). Il 
reste à éclaicir comment les défauts de synthèse des ribosomes induits par l’absence de 
Pwp2p convergent vers la protéine Whi5p. 
Enfin une troisième étude a porté sur la protéine ribosomique de la grande sous-unité 
rpL3p (Rosado et al., 2007), incorporée très tôt dans les particules pré-ribosomiques pré-60S. 
La perte d’expression de rpL3p engendre une accumulation très rapide de cellules en G1. 
Cette accumulation semble se produire avant que le contenu en ribosomes de la cellule ne soit 
affecté. Le défaut de maturation de la grande sous-unité ribosomique engendré par la perte 
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d’expression de rpL3p pourrait donc ralentir ou empêcher le passage de la transition G1/S. 
Chez la levure, rpL3p interagit avec Rrb1p qui semble être nécessaire à l’incorporation de 
rpL3p dans les particules pré-ribosomiques pré-60S (Iouk et al., 2001; Schaper et al., 2001). 
Dans des cellules humaines, la diminution d’expression transitoire des protéines RPL3 et 
RRB1 augmente le pourcentage de mitoses anormales et altère la ségrégation chromosomique 
(Killian et al., 2004), suggérant que RPL3 et RRB1 pourraient être nécessaires à la 
ségrégation de l’ADN en mitose. Cependant chez la levure, des mutations dans RPL3 
n’entraînent pas de défaut de réplication, de maintenance de plasmides (Rosado et al., 2007) 
ni d’arrêt du cycle cellulaire en mitose. 
L’ensemble de ces données suggèrent que les défauts de biogenèse des ribosomes 
induits par la perte d’expression de Sda1p, Pwp2p ou rpL3p inhibent rapidement le passage de 
la transition START avant qu’ils ne résultent en une réduction du contenu en ribosomes et 
n’affectent la traduction. Un mécanisme de régulation permettrait donc aux cellules de levure 
de détecter des défauts de synthèse des ribosomes et d’inhiber le passage de la transition 
START pour anticiper des défauts de traduction qui pourraient être délétères.  
 
2. Des stress nucléolaires dans les cellules de mammifères conduisent à une 
stabilisation de p53 et à un arrêt du cycle cellulaire en G1 
 
Comme chez la levure, des mécanismes de régulation qui connectent des défauts de 
synthèse des ribosomes à la transition G1/S semblent aussi exister chez les mammifères. 
Dans des cellules de souris, les protéines Bop1, Pes1 et WDR12 sont des composants 
des particules pré-60S. La perte de fonction de ces protéines, induite par l’expression de 
formes dominantes négatives, entraîne des arrêts réversibles du cycle cellulaire en phase G1. 
Par exemple, l’expression d’une forme tronquée de Bop1 dépourvue d’un domaine N-terminal 
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(Bop1∆) entraîne des défauts de maturation des particules pré-ribosomiques pré-60S et un 
arrêt réversible du cycle cellulaire en G1 (Pestov et al., 2001). Les cellules exprimant Bop1∆ 
présentent des niveaux élevés des inhibiteurs de CDK, p21 et p27, et parallèlement une 
diminution des activités kinases des complexes Cdk2 et Cdk4 spécifiques de la phase G1. Par 
ailleurs, la protéine Rétinoblastoma (Rb) n’est pas hyperphosphorylée et régule alors 
négativement la progression de la phase G1. Ces défauts de progression de la phase G1 
apparaissent de manière concomitante avec les défauts de maturation des précurseurs des 
ARNr et surtout précèdent l’apparition d’un défaut global de traduction mesuré par 
l’incorporation de méthionine 35S dans les cellules (Pestov et al., 2001). Des résultats 
similaires ont été obtenus avec les autres protéines du sous-complexe PeBoW (Pes1-Bop1-
WDR12) des particules pré-ribosomiques pré-60S (Hölzel et al., 2005; Lapik et al., 2004). 
Chez la souris il semble donc exister un mécanisme comparable à celui observé chez la levure 
induisant un arrêt du cycle en G1 en réponse à des défauts de synthèse des ribosomes. Ce 
mécanisme reste encore mal compris mais il semble faire intervenir le suppresseur de tumeur 
p53. En effet l’arrêt du cycle en G1 induit par l’expression de formes dominantes négatives de 
Pes1, Bop1 et WDR12 n’est plus observé dans des cellules dépourvues de p53 (p53-/-) (Hölzel 
et al., 2005; Lapik et al., 2004; Pestov et al., 2001). La protéine p53 est un facteur de 
transcription qui induit l’expression de gènes impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire ou 
l’apoptose (pour revue (Horn and Vousden, 2007)). Elle s’accumule peu dans les cellules en 
prolifération car elle est la cible d’un mécanisme de dégradation par le protéasome faisant 
intervenir l’E3-ubiquitine ligase MDM2. En conditions de stress ou en présence de signaux 
oncogéniques, l’inhibition de MDM2 conduit à une stabilisation de p53 et donc à une 
activation des gènes impliqués dans l’arrêt du cycle cellulaire. De manière intéressantes, 
certaines protéines ribosomiques de la grande sous-unité, telles que RPL5, RPL11 et RPL23 
se lient à MDM2 et inhibent son activité ubiquitine ligase ce qui conduit à une stabilisation de 
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p53 (Dai and Lu, 2004; Dai et al., 2004; Fumagalli et al., 2009; Sun et al., 2010). Ces données 
ont conduit à la proposition du modèle suivant : des défauts de synthèse de la grande sous-
unité ribosomique, induits par exemple par l’expression d’une forme dominante négative de 
Bop1, conduiraient à un stress nucléolaire qui perturberait la dynamique nucléolaire. Dans ces 
conditions, les protéines ribosomiques seraient moins recrutées dans les nucléoles pour être 
incorporées dans les pré-ribosomes et elles s’accumuleraient dans le nucléoplasme où elles 
inhiberaient MDM2 et induiraient donc la stabilisation de p53 et l’arrêt du cycle cellulaire. 
Récemment il a été démontré que RPL11 pourrait aussi induire un arrêt du cycle en G1 en 
réponse à des défauts de synthèse de la petite sous-unité ribosomique (Fumagalli et al., 2009). 
L’ARN messager codant la protéine RPL11 comprend dans sa région 5’UTR une petite 
séquence régulatrice riche en pyrimidines, appelée séquence "5’ TOP". Dans des cellules où 
la synthèse de la sous-unité ribosomique 40S est compromise par un traitement avec de petits 
ARN interférents dirigés contre l’ARNm codant la protéine ribosomique RPS6, la traduction 
des ARNm comprenant des séquences 5’TOP est spécifiquement augmentée et en particulier 
celle du messager RPL11. Ceci conduit à une accumulation plus importante de RPL11, 
vraisemblablement dans le nucléoplasme où elle interagit avec MDM2 et bloque la 
dégradation de p53 (Fumagalli et al., 2009). Ces données indiquent qu’en présence de défauts 
de synthèse de la grande ou de la petite sous-unité ribosomique, la protéine RPL11 pourrait 
induire une stabilisation de p53 et un arrêt du cycle cellulaire en G1. Plus récemment 
toutefois, il a été montré que les protéines ribosomiques de la petite sous-unité RPS3 et RPS7 
semblent elles-mêmes pouvoir interagir avec MDM2 et induire une stabilisation de p53 
(Yadavilli et al., 2009; Zhu et al., 2009). Des défauts de synthèse de la petite sous-unité 
ribosomique pourraient donc conduire à un défaut de recrutement des protéines ribosomiques 
RPS3 et RPS7 dans les nucléoles et à une stabilisation de p53. 
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Très récemment, une lignée de souris exprimant une version modifiée de MDM2, qui 
n’a plus la capacité d’interagir avec RPL11 ou RPL5, a été générée (Macias et al., 2010). 
Dans cette lignée, la réponse à des défauts de biogenèse des ribosomes impliquant p53 est très 
atténuée (Macias et al., 2010). Ceci suggère fortement que les interactions entre protéines 
ribosomiques et MDM2 constituent une véritable voie de signalisation activée en réponse à 
des défauts de synthèse des ribosomes (Macias et al., 2010).  
RPL11 semble jouer un rôle additionnel dans les connexions entre défauts de synthèse 
des ribosomes et arrêt du cycle cellulaire dans les cellules de mammifères. Il a en effet été 
démontré que RPL11 inhibe l’activité du proto-oncogène c-Myc par différents mécanismes 
(Dai et al., 2007a). Le facteur de transcription c-Myc active la transcription de nombreux 
gènes codant les constituants des ribosomes (ARNr et protéines ribosomiques), de nombreux 
facteurs d’assemblage des particules pré-ribosomiques et des facteurs de traduction (Arabi et 
al., 2005; Boon et al., 2001; Coller et al., 2000; Gomez-Roman et al., 2003; Grandori et al., 
2005; Grewal et al., 2005; Guo et al., 2000; Menssen and Hermeking, 2002). La protéine 
ribosomique RPL11 interagit physiquement avec c-Myc et les promoteurs des gènes régulés 
par c-Myc et empêche le recrutement d’un co-activateur transcriptionnel de c-Myc, TRRAP. 
La surexpression de RPL11 entraîne une relocalisation de c-Myc dans les nucléoles, ce qui 
pourrait le rendre inactif (Dai et al., 2007b) et pourrait également inhiber la transcription par 
l’ARN polymérase I (Dai et al., 2007b). Enfin RPL11 semble aussi réguler le niveau 
d’accumulation de c-Myc puisque la perte d’expression de RPL11 entraîne une forte 
augmentation du niveau d’accumulation de la protéine c-Myc (Dai et al., 2007b). La manière 
dont RPL11 intervient dans cette régulation est encore inconnue mais il apparaît clairement 
que RPL11 joue un rôle de régulateur négatif dans le contrôle des niveaux de c-Myc et de son 
activité. Suite à un défaut de synthèse des ribosomes, l’accumulation de RPL11 dans le 
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nucléoplasme pourrait à la fois inhiber MDM2, induire un arrêt du cycle cellulaire en G1 et 
inhiber c-Myc pour réduire le processus global de biogenèse des ribosomes. 
L’ensemble de ces données suggèrent qu’en réponse à un stress nucléolaire, qui 
perturbe la synthèse des ribosomes, certaines protéines ribosomiques pourraient s’accumuler 
sous forme libre dans le nucléoplasme et inhiber à la fois MDM2 et c-Myc. Ceci résulterait 
alors dans une stabilisation de p53 et un arrêt de la progression du cycle cellulaire et 
permettrait d’inhiber globalement la synthèse des ribosomes. 
Le suppresseur de tumeurs ARF (p19ARF chez la souris ; p14ARF chez l’homme) est un 
autre exemple de facteur établissant un lien direct entre synthèse des ribosomes et transition 
G1/S du cycle cellulaire dans les cellules de mammifères. Dans des cultures de cellules 
murines, l’induction de p19ARF par un stress oncogénique induit un arrêt rapide du cycle 
cellulaire en phase G1 qui dépend de la voie ARF/MDM2/p53. Il a été montré que p19ARF 
inhibe MDM2 et diminue ainsi la dégradation de p53 par le protéasome, entraînant un arrêt du 
cycle cellulaire en phase G1 (Zhang et al., 1998). Cependant, ARF inhibe aussi la progression 
du cycle cellulaire et la prolifération en absence de p53 (Zhang et al., 1998) et de plus en plus 
de données montrent que ARF inhibe le processus de synthèse des ribosomes à différents 
niveaux, ce qui représente un frein à la prolifération cellulaire. ARF semble interagir d’une 
part avec différents composants de la machinerie de transcription par l’ARN Pol. I. Des 
expériences d’immunoprécipitation ont montré que p14ARF interagit avec la topoisomérase I 
dans les cellules humaines (Ayrault et al., 2003; Karayan et al., 2001). Ces deux protéines co-
localisent en partie dans le composant granulaire du nucléole (Karayan et al., 2001) où 
s’accumulent les pré-ARNr en cours de maturation. Des expériences d’immunoprécipitation 
de chromatine (ChIP) ont également montré que p14ARF se lie à la région promotrice de 
l’ADNr et la topoisomérase I est co-immunoprécipitée avec p14ARF dans les fractions 
contenant cette séquence (Ayrault et al., 2004). Le complexe p14ARF/topoisomérase I pourrait 
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donc être impliqué dans la transcription par l’ARN polymérase I et/ou la maturation des pré-
ARNr. Dans les cellules humaines par ailleurs, la surexpression de p14ARF empêche la 
phosphorylation du facteur de transcription UBF (Ayrault et al., 2006a). La forme hypo-
phosphorylée d’UBF ne peut recruter le complexe d’initiation de la transcription de l’ADNr 
ce qui résulte en l’inhibition de la synthèse du pré-ARNr. ARF semble aussi pouvoir inhiber 
l’activité du facteur de transcription E2F1 qui interagit avec le promoteur de l’ADNr (Ayrault 
et al., 2006b). Enfin il a été montré très récemment que la protéine p14ARF contrôle la 
localisation de TTF1, un facteur de terminaison de la transcription par l’ARN Pol. I (Lessard 
et al., 2010) ; p14ARF se lie à la séquence de localisation nucléolaire de TTF1 et empêche le 
recrutement de TTF1 dans les nucléoles, ce qui résulte aussi dans l’inhibition de la 
transcription par l’ARN polymérase I. L’ensemble de ces données indiquent que la protéine 
ARF a la capacité d’inhiber la transcription de l’ADNr par l’ARN polymérase I dans les 
nucléoles des cellules humaines. D’autre part, ARF semble aussi inhiber le processus de 
maturation des pré-ARNr et la production des ARNr matures. Dans des extraits de cellules de 
souris, la protéine p19ARF co-sédimente avec des complexes de haut poids moléculaire sur 
gradient (Bertwistle et al., 2004). Ces complexes contiennent aussi la protéine nucléphosmine 
(B23/NPM), une endoribonucléase impliquée dans la maturation des pré-ARNr, et 
correspondent donc vraisemblablement à des particules pré-ribosomiques. Dans des cellules 
de souris, l’induction de p19ARF retarde la maturation du transcrit ribosomique primaire et du 
pré-ARNr 32S et induit donc un défaut de production des ARNr matures 18S et 28S 
(Sugimoto et al., 2003). Des expériences d’immunoprécipitation montrent que p19ARF et 
p14ARF interagissent avec NPM (Bertwistle et al., 2004; Itahana et al., 2003). Cette interaction 
semble entraîner la dégradation de NPM de manière indépendante de MDM2 et p53, ce qui 
pourrait en partie expliquer les défauts de maturation des pré-ARNr observés lorsque 
l’expression de ARF est induite. La protéine ARF inhibe donc la synthèse des ribosomes au 
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niveau de la transcription par l’ARN polymérase I et de la maturation du transcrit 
ribosomique primaire. En accord avec ces résultats, le volume nucléolaire est fortement 
augmenté dans des souris ARF-/-, ainsi que la synthèse des ribosomes (Apicelli et al., 2008). 
L’augmentation de synthèse des ribosomes est due à une augmentation de la transcription de 
l’ADNr, de la maturation des pré-ARNr et de l’export dans le nucléoplasme. L’inhibition de 
la synthèse des ribosomes par ARF pourrait être un des aspects par lesquels ARF a la capacité 
d’inhiber la progression du cycle cellulaire et la prolifération en l’absence de p53. 
 
C. Des facteurs de synthèse des ribosomes 
influencent le couplage entre croissance cellulaire et 
division à la transition START 
 
Chez la levure, les cellules doivent avoir atteint une taille critique durant la phase G1 
avant de passer la transition START et donc de s’engager dans un cycle de division. Ceci 
assure le maintien d’une taille constante des cellules. La taille des cellules de souches de 
levure diploïdes mutantes exprimant une seule copie de chaque gène essentiel, ou de souches 
haploïdes dépourvues de chacun des gènes non essentiels a été mesurée de manière 
systématique (Jorgensen et al., 2002). Cette étude a permis de montrer que l’haplo-
insuffisance ou la perte d’expression de protéines ribosomiques ou de nombreux facteurs 
impliqués dans la synthèse des ribosomes entraîne une réduction significative de la taille des 
cellules (phénotype “whi”). Dans ces cellules, le passage de la transition G1/S est donc 
partiellement découplé de la croissance et se produit de manière plus précoce. Toutefois, la 
synthèse des ribosomes est affectée à des degrés divers dans ces cellules et la réduction de 
taille pourrait être due au fait que la croissance est ralentie du fait d’une diminution du 
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contenu en ribosomes et de la capacité traductionnelle de la cellule. Dans quelques souches 
mutantes particulières cependant, la réduction de taille est très importante alors que le défaut 
de croissance est modéré. La petite taille de ces cellules ne peut donc pas s’expliquer 
simplement par une diminution de la capacité traductionnelle. Ceci suggère que les facteurs 
concernés pourraient communiquer directement avec la machinerie impliquée dans la 
transition G1/S et inhiber cette transition, soit par des interactions directes avec des facteurs 
de la machinerie START soit par des mécanismes indirects. Les protéines Sfp1p et Sch9p sont 
deux de ces facteurs. Leur absence induit une forte diminution de la taille des cellules sans 
affecter de manière drastique le temps de génération (Jorgensen et al., 2002). Ces protéines 
pourraient donc agir comme inhibiteurs du passage de la transition START. Les protéines 
Sfp1p et Sch9p sont requises pour une transcription maximale de gènes codant des facteurs 
ribosomiques ou des protéines ribosomiques (Jorgensen et al., 2002; Jorgensen et al., 2004) et 
des cibles des voies TOR (“Target of Rapamycin”) et PKA (“Protein Kinase A”), régulateurs 
majeurs du contrôle de la croissance, du métabolisme et de la progression du cycle cellulaire 
en réponse à la disponibilité en nutriments (pour revue (Crespo and Hall, 2002; Rolland et al., 
2002)). La protéine Sfp1p est une protéine à doigt de zinc impliquée dans l’expression du 
régulon RRB (pour “rRNA and Ribosome Biogenesis”) (Cipollina et al., 2008). Sfp1p est un 
analogue fonctionnel potentiel du proto-oncogène des mammifères c-Myc (Jorgensen and 
Tyers, 2004). La protéine Sch9p quand à elle est une kinase phosphorylée par TORC1 (“TOR 
Complex 1” composé de Tor1p ou Tor2p, Kog1p, Lst8p et Tco89p) (Urban et al., 2007) qui 
régule la transcription des gènes codants les protéines ribosomiques. Récemment il a été 
démontré que Sch9p est également requise pour la phosphorylation de Maf1p (Wei and 
Zheng, 2009), un répresseur de l’ARN polymérase III en réponse à divers signaux de stress 
(Upadhya et al., 2002). Sch9p semble donc être impliqué à la fois dans la transcription des 
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gènes codant les protéines ribosomiques et des gènes transcrits par l’ARN polymérase III 
comme les gènes codants l’ARNr 5S et les ARNt.  
 
D. Des facteurs de synthèse des ribosomes 
fonctionnent directement dans des étapes spécifiques de 
la progression du cycle cellulaire  
 
Les connexions entre synthèse des ribosomes et progression du cycle cellulaire ne 
semblent pas restreintes au mécanisme décrit précédemment qui contrôle le passage de la 
transition G1/S en fonction de l’efficacité de synthèse des ribosomes. En effet des études 
montrent que la perte d’expression de certains facteurs impliqués dans la synthèse des 
ribosomes induit un arrêt du cycle cellulaire à d’autres stades que la phase G1, en particulier 
en phase S ou en mitose. Ceci suggère que les facteurs en question sont requis pour certaines 
étapes de la progression du cycle en plus de leur fonction dans la synthèse des ribosomes.  
 
1. Les protéines Nop7p et Noc3p sont requises pour la progression de la phase S 
 
Chez la levure, les protéines Nop7p et Noc3p sont des composants des particules pré-60S 
requis pour la synthèse de la grande sous-unité ribosomique (Harnpicharnchai et al., 2001; 
Milkereit et al., 2001). Ces protéines ont été retrouvées associées au complexe ORC (“Origin 
of Replication Complex”) et aux protéines MCM nécessaires à l’initiation de la réplication 
(Du and Stillman, 2002; Zhang et al., 2002). Des expériences d’immunoprécipitation de 
chromatine ont aussi montré que Noc3p interagit avec les séquences autonomes de réplication 
(ARS), sites d’initiation de la réplication de l’ADN (Zhang et al., 2002). L’inhibition de 
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l’expression de Noc3p et Nop7p grâce à l’utilisation du système  “DEGRON” (Nishimura et 
al., 2009), qui permet à la fois d’inhiber la transcription du gène et de dégrader la protéine 
déjà produite, a permis de montrer que l’absence de ces protéines affecte le processus 
d’initiation de la réplication. Ces défauts apparaissent très rapidement et ne sont par 
conséquent vraisemblablement pas dus à un défaut de synthèse protéique global. 
L’implication de Noc3p dans l’initiation de la réplication de l’ADN est cependant 
controversée (Houchens et al., 2008). Les défauts de progression dans le cycle observés en 
absence de Noc3p chez la levure S. cerevisiae, ne ressemblent pas aux défauts observés en 
absence de la protéine Orc6p ou des protéines MCM lorsque leur expression est inhibée par 
l’utilisation du système “DEGRON” (Chen et al., 2007; Labib et al., 2000). Ces cellules 
synchronisées en G1 et dépourvues d’Orc6p ou des protéines MCM ne s’engagent pas dans 
cette phase et restent donc bloquées en phase G1. Au contraire, les cellules dépourvues de 
Noc3p s’engagent dans la phase S et, bien qu’elles présentent un retard de progression dans la 
phase S, arrivent finalement dans la phase G2/M (au bout de 180 min au lieu de 90 min pour 
les cellules exprimant NOC3) (Zhang et al., 2002). Chez la levure S. pombe, la répression de 
l’expression de NOC3, par utilisation d’un promoteur conditionnel, ou l’expression de 
mutants thermosensibles induisent un retard de progression de la phase S (d’environ 60 min) 
mais la réplication a quand même lieu. Dans le cas de Nop7p sa fonction dans la progression 
de la phase S et le maintien de la stabilité génomique semble être claire et conservée au cours 
de l’évolution (Du and Stillman, 2002; Killian et al., 2004). 
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2. Les protéines Rrb1p, Ebp2p, Rrp14p et Utp7p jouent un rôle dans la 
ségrégation des chromosomes en mitose 
 
D’autres facteurs d’assemblage de la sous-unité 60S semblent aussi jouer un rôle 
direct dans la ségrégation des chromosomes en mitose. Rrb1p est une protéine contenant des 
répétitions WD (motifs putatifs d’interactions protéine-protéine) qui permettraient 
l’assemblage de la protéine ribosomique rpL3p dans la particule pré-60S (Iouk et al., 2001; 
Schaper et al., 2001). Le niveau d’accumulation de Rrb1p dans les cellules de levure 
augmente d’environ 6 fois suite à un traitement au Nocodazole, un agent déstabilisant les 
microtubules (Iouk et al., 2001). Ce phénotype est caractéristique de gènes impliqués dans le 
point de contrôle de l’assemblage du fuseau mitotique. L’expression d’un allèle mutant 
thermosensible de RRB1 entraîne, à température non permissive, des défauts rapides de 
ségrégation des chromosomes et un blocage du cycle cellulaire en mitose au moment de la 
transition métaphase/anaphase (Killian et al., 2004). Les cellules mutantes sont en effet en 
majorité bloquées à un stade où le noyau en division est localisé au niveau du col de 
bourgeonnement et avec un court fuseau mitotique, phénotype caractéristique d’un délai de 
transition métaphase/anaphase. Ces résultats suggèrent que Rrb1p est requise pour le 
déroulement de cette étape de la mitose en plus de sa fonction dans la synthèse de la grande 
sous-unité ribosomique. L’inactivation de GRWD, l’orthologue humain de Rrb1p, altère 
également la ségrégation chromosomique suggérant que la fonction de la protéine dans la 
ségrégation de l’ADN en mitose est conservée de la levure aux cellules de mammifères 
(Killian et al., 2004).  
La protéine Ebp2p est un autre composant des particules pré-60S (Harnpicharnchai et al., 
2001) qui semble également impliqué dans la ségrégation des chromosomes (Ionescu et al., 
2004). Chez la levure, Ebp2p est nécessaire à la maturation des pré-ARNr 27S. Un mutant 
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thermosensible (ebp2-1) présente en effet, à température restrictive, des défauts de maturation 
du pré-ARNr 27SA et de synthèse de la sous-unité ribosomique de 60S, et par conséquent une 
diminution des ribosomes matures (Huber et al., 2000). De manière intéressante, l’expression 
chez la levure d’une version tronquée d’Ebp2p dépourvue des 50 acides aminés C-terminaux 
(ebp2∆C50) n’engendre pas de défaut de maturation des pré-ARNr mais induit des défauts de 
ségrégation des chromosomes et une augmentation du pourcentage de cellules avec le noyau 
bloqué au col de bourgeonnement (Ionescu et al., 2004). Les cellules exprimant ebp2∆C50 
sont sensibles aux traitements par du nocodazole et du bénomyl, ce qui est une caractéristique 
des mutants ayant des défauts de division nucléaire. Ce mutant ne présente pas de défauts de 
localisation par rapport à la protéine sauvage ni de défauts d’assemblage du fuseau mitotique 
ou de morphologie du noyau. Par contre le mutant ebp2∆C50 entraîne une augmentation des 
cellules dans les phases G2 et M du cycle cellulaire. Ce phénotype est restauré dans des 
cellules n’exprimant pas la protéine Mad2p, un facteur impliqué dans le point de contrôle de 
l'assemblage du fuseau mitotique qui empêche la mitose quand le fuseau est défectueux (Hoyt 
et al., 1991; Li and Murray, 1991; McAinsh et al., 2003; Petronczki et al., 2003) ou lorsque 
les chromatides sœurs ne sont pas correctement attachées au fuseau mitotique (Gardner and 
Burke, 2000; Musacchio and Hardwick, 2002). Dans les cellules exprimant ebp2∆C50, le 
fuseau mitotique semble normal mais il pourrait y avoir un défaut d’attachement des 
chromosomes au fuseau et le point de contrôle impliquant Mad2p empêcherait alors la 
division nucléaire (Ionescu et al., 2004). Ces données suggèrent que Ebp2p est requise à la 
fois pour la synthèse des ribosomes et la ségrégation des chromosomes en mitose. 
L’expression de ebp2∆C50 dans la souche mutante thermosensible ebp2-1 retaure la viabilité 
à température non permissive indiquant que les deux mutations ont la propriété de se 
complémenter. Ceci suggère que la partie carboxy-terminale de Ebp2p serait nécessaire à la 
fonction dans la mitose alors que la partie centrale, très conservée, serait elle nécessaire à la 
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synthèse des ribosomes. Une analyse en double hybride montre qu’Ebp2p peut former un 
homodimère qui pourrait expliquer la complémentation observée entre les mutations ebp2-1 et 
ebp2∆C50 (Tsujii et al., 2000). Chez l’humain, EBP2 (“EBNA1 Binding Protein 2”) est une 
protéine nucléolaire (Hirano et al., 2009). Sa localisation au nucléole est dépendante de la 
présence d’ARN, de plus l’inhibition de la transcription par l’ARN Pol. I augmente la 
mobilité de cette protéine dans le nucléole suggérant qu’elle pourrait, comme son homologue 
de levure, être associée aux pré-ARNr (Hirano et al., 2009). Cependant son rôle dans la 
synthèse des ribosomes n’a pas été démontré. En revanche, la fonction de la protéine EBP2 
dans la ségrégation des chromosomes semble conservée de la levure à l’homme. EBP2 
interagit avec l’antigène nucléaire 1 codé par le virus Epstein Barr (EBNA1) (Shire et al., 
1999) et elle est nécessaire à la ségrégation correcte des épisomes de ce virus mais pas à leur 
réplication. Le modèle proposé est que l’interaction EBNA1/EBP2 faciliterait la ségrégation 
des épisomes en utilisant les chromosomes mitotiques de la cellule hôte comme des 
transporteurs (Kapoor and Frappier, 2003; Shire et al., 1999; Wu et al., 2000).  
La protéine Rrp14p est requise pour la synthèse des deux sous-unités ribosomiques 
(Oeffinger et al., 2007a; Yamada et al., 2007) et semble aussi impliquée dans le 
positionnement du fuseau mitotique durant la mitose (Oeffinger et al., 2007a; Yamada et al., 
2007). L’absence de Rrp14p entraîne très rapidement des défauts de morphologie cellulaire 
(Oeffinger et al., 2007a; Shirai et al., 2004; Yamada et al., 2007). Des cellules de levure 
relâchées dans le cycle en absence de Rrp14p après une synchronisation en phase S s’arrêtent 
uniformément en métaphase avec des fuseaux mitotiques courts et fréquemment 
incorrectement alignés par rapport au site de bourgeonnement (Oeffinger et al., 2007a; 
Yamada et al., 2007). Ces défauts de progression de la mitose ne sont plus observés en 
l’absence de BUB2 codant une protéine impliquée dans le contrôle de l’orientation du fuseau 
mitotique (Daum et al., 2000). Dans les cellules dépourvues de Rrp14p, les patchs d’actine 
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correspondant aux cicatrices des bourgeons sont présents de manière aléatoire sur la paroi des 
cellules alors qu’ils sont localisés de manière polarisée dans les cellules contrôles (Yamada et 
al., 2007). Rrp14p interagit en double-hybride avec les protéines Gic1p et Gic2p impliquées 
dans l’initiation du bourgeonnement et la polarisation cellulaire ainsi qu’avec Zds2p, un 
régulateur négatif de Cdc42p, une GTPase essentielle pour l’établissement et le maintien de la 
polarité cellulaire (Yamada et al., 2007). Ces données sont des arguments supplémentaires en 
faveur d’un rôle direct de Rrp14p dans l’alignement du fuseau mitotique et la polarité 
cellulaire en plus de sa fonction dans la synthèse des ribosomes. 
La protéine Utp7p est un composant des particules 90S requise pour les clivages 
précoces du pré-ARNr et la synthèse de l’ARNr 18S (Gallagher et al., 2004). Des expériences 
d’immunoprécipitation de chromatine montrent qu’Utp7p est associée aux séquences 
centromériques des chromosomes de levure (Jwa et al., 2008). Utp7p est retrouvée associée 
aux protéines Sli15p, Cdc14p et Net1p dans des expériences d’immunoprécipitation. Sli15p 
fait partie du complexe Sli15p-Ipl1p-Bir1p qui régule différents aspects de la mise en place du 
fuseau mitotique et de l’attachement du fuseau aux kinétochores en mitose. Cdc14p est une 
phosphatase essentielle pour la sortie de mitose. De la phase G1 à la métaphase, Cdc14p est 
maintenue inactive par séquestration dans le nucléole par le biais d’une interaction avec 
Net1p, un composant du complexe RENT qui contient aussi Sir2p (Straight et al., 1999; 
Visintin et al., 1999). En fin de mitose, Cdc14p est libérée dans le nucléoplasme par activation 
des voies de régulation FEAR (“Cdc Fourteen Early Anaphase Release”) et MEN (“Mitotic 
Exit Network”) (Stegmeier et al., 2004). Elle déphosphoryle alors certains substrats des 
protéines kinases mitotiques, comme par exemple Sli15p, pour promouvoir la sortie de mitose 
et permettre un retour en phase G1. Une mutation thermosensible dans le gène UTP7 (utp7-
26) entraîne des défauts d’association aux centromères de certains composants du kinétochore 
comme Sli5p, Ctf19p, Dam1p et Kip1p, affecte la ségrégation des chromosomes et entraîne la 
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délocalisation de Sli15p, Cdc14p et Net1p. Ces phénotypes semblent spécifiques d’UTP7 
puisque des mutations dans les gènes codant d’autres facteurs d’assemblage de la particule 
ribosomique 40S (enp1, krr1) n’entraînent pas de tels défauts. Utp7p est donc impliquée dans 
la régulation de la localisation de Sli15p et Cdc14p. Avant l’anaphase elle empêche la 
libération prématurée de Cdc14p et une concentration prématurée de Sli15p au niveau du 
fuseau mitotique. 
 
3. La RNase MRP est requise pour le processus de sortie de mitose 
 
Comme présenté précédemment, la RNase MRP est l’endoribonucléase requise pour la 
coupure au site A3 du pré-ARNr et elle est nécessaire à la synthèse de l’extrémité 5’ de 
l’ARNr 5.8S chez la levure (Lindahl et al., 2009). Des données de la littérature suggèrent que 
la RNase MRP est aussi requise pour des mécanismes induisant la sortie de mitose (Cai et al., 
2002). Des mutations sensibles à la température dans les gènes codant le composant ARN de 
MRP (NME1) ou un composant protéique (SNM1) affectent la synthèse de la forme courte de 
l’ARNr de 5.8S (Cai et al., 1999). De manière surprenante, ces mutations entraînent 
l’accumulation de cellules présentant un gros bourgeon, des fuseaux mitotiques allongés et 
des chromosomes pas totalement séparés entre la cellule mère et le bourgeon, apparaissant en 
forme d’haltères. Ce phénotype est caractéristique d’un défaut de sortie de mitose en 
télophase. Le défaut de sortie de mitose induit par une mutation particulière de SNM1 (snm1-
172) est supprimé par la surexpression de CDC5, un gène codant une protéine kinase de type 
"polo" essentielle pour la sortie de mitose. La surexpression de CDC5 ne restaure cependant 
pas la production de l’ARNr 5.8S. Le phénotype observé de retard de sortie de mitose ne 
serait donc pas un effet secondaire d’un défaut de synthèse des ribosomes. Des expériences 
ont démontré que la RNase MRP régule au niveau post-transcriptionnel l’expression du gène 
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CLB2, codant pour la cycline B, cycline majeure chez la levure, qui active Cdc28p pour 
permettre le passage de la phase G2 à la phase M (Gill et al., 2006; Gill et al., 2004). En fin de 
mitose, cette cycline doit être rapidement dégradée pour permettre la sortie de mitose et le 
retour en phase G1. En conditions normales, la RNase MRP clive le 5’UTR de l’ARNm de 
CLB2, au cœur de structures secondaires, et initie sa dégradation par l’exoribonucléase Xrn1p 
ce qui permet la sortie de mitose. En absence de la RNase MRP, l’ARNm codant Clb2p et la 
protéine correspondante s’accumulent à des niveaux supérieurs, ce qui affecte le processus de 
sortie de mitose. L’endoribonucléase MRP jouerait donc un rôle direct dans la régulation de la 
sortie de mitose en plus de sa fonction dans la synthèse de l’extrémité 5’ de l’ARNr 5.8S (Cai 
et al., 2002). 
 
4. La protéine Nop15p est nécessaire à la cytokinèse en fin de mitose  
 
La protéine Nop15p est un composant des particules pré-ribosomiques pré-60S requis 
pour la synthèse des ARNr 5.8S et 25S (Oeffinger and Tollervey, 2003). Chez la levure, la 
perte d’expression de Nop15p induit un arrêt brutal de la croissance qui intervient rapidement 
et ne résulte donc vraisemblablement pas d’un défaut de synthèse des ribosomes. Après 
répression de l’expression de NOP15, 63% des cellules ne possèdent pas de bourgeon et sont 
arrêtées en phase G1 du cycle cellulaire, certainement à la transition START comme c’est le 
cas en l’absence d’une synthèse ribosomique efficace (voir paragraphe II.B.1). Cependant 
37% des cellules mutantes ont une forme allongée, un noyau dupliqué et séparé, et présentent 
une constriction correspondant au bourgeon mais n’ont pas de fuseau mitotique. Lorsque les 
cellules sont synchronisées au point de contrôle de l’assemblage du fuseau mitotique puis 
relâchées dans le cycle cellulaire, les cellules n’exprimant pas Nop15p s’arrêtent 
uniformément à une étape où elles possèdent de gros bourgeons mais où l’anneau d’actine 
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nécessaire à la cytokinèse n’est pas présent. La phosphatase Cdc14p, nécessaire à la poursuite 
du cycle est présente dans le nucléoplasme suggérant que Nop15p n’empêche pas la libération 
de Cdc14p et que le “Mitotic Exit Network” (MEN) est bien activé. Nop15p semble donc être 
requise, directement ou indirectement, pour la mise en place de l’anneau d’actine permettant 
la séparation du bourgeon. Chez la levure S. cerevisiae, le nucléole est divisé et ségrégé entre 
la cellule mère et le bourgeon seulement après la séparation du nucléoplasme. Il est donc 
essentiel que la cytokinèse ne commence pas avant que les nucléoles ne soient complètement 
séparés. En immunofluoresence, quand les chromosomes des deux cellules sont bien séparés, 
Nop15p forme un pont entre les deux lots de chromosomes. Nop15p pourrait donc empêcher 
la formation de la bague d’actine nécessaire au décrochement du bourgeon avant que les 
nucléoles ne soient totalement séparés en fin de mitose. 
 
5. Facteurs impliqués à la fois dans la synthèse des ribosomes et le cycle 
cellulaire dans les cellules de mammifères 
 
La Nucléophosmine (NPM/B23) est une protéine nucléolaire localisée à la périphérie 
du centre fibrillaire dense (CFD) et du centre granulaire (CG) (Biggiogera et al., 1990) et 
associées aux particules pré-ribosomiques en cours de maturation (Zirwes et al., 1997). B23 
est une ribonucléase de la famille des phosphodiestérases impliquées dans des réactions de 
clivage endonucléolytique des pré-ARNr (Herrera et al., 1995). In vitro, B23 induit un clivage 
dans des transcrits correspondant à l’ITS2 du pré-ARNr de rat (Savkur and Olson, 1998). B23 
est aussi impliquée dans l’export des sous-unités ribosomiques dans le cytoplasme. 
L’expression d’un mutant de B23 ne pouvant être exporté diminue la quantité des sous-unités 
ribosomiques 40S et 60S dans le cytoplasme sans induire de défauts de transcription de 
l’ADNr, de maturation des pré-ARNr ni d’assemblage des particules pré-ribosomiques 
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(Maggi et al., 2008). Outre sa fonction dans la synthèse des ribosomes B23 est également 
impliquée dans la progression du cycle cellulaire. En effet l’absence de Npm1p dans des 
fibroblastes murins entraîne une activation de p53 conduisant à l’expression de p21 et 
l’accumulation de cellules présentant des défauts de mitose (Grisendi et al., 2005). Dans ces 
cellules les centrosomes sont dupliqués de manière anarchique et conduisent à une instabilité 
génomique. Le modèle actuel est que B23 s’associe aux centrosomes non dupliqués et 
empêche leur re-duplication jusqu’au moment de la transition G1/S, où B23 est phosphorylée 
par le complexe Cdk2/Cycline E  et se dissocie du centrosome (Okuda et al., 2000). D’autres 
études montrent que l’activité de B23 dans le contrôle de la duplication des centrosomes est 
dépendante de l’exportine CRM1 (Shinmura et al., 2005; Wang et al., 2005). En présence de 
leptomycine B (LMB), un inhibiteur spécifique de CRM1, B23 n’est plus exportée et n’est 
plus localisée au niveau des centrosomes. Suite à ce traitement l’activité du complexe Cdk2/E 
n’est pas altérée mais la cycline E s’accumule aux centrosomes, empêchant probablement 
l’association de B23 (Shinmura et al., 2005).  
 
La Nucléoline (C23) est une autre protéine très abondante dans les nucléoles, en 
périphérie des centres fibrillaires majoritairement mais une petite partie est également 
localisée dans le centre granulaire (CG) (Biggiogera et al., 1990; Tong et al., 1997). Pendant 
le développement précoce du Xénope la Nucléoline est exprimée avant la transcription de 
l’ADNr ce qui suggère qu’elle est impliquée dans les étapes précoces de la synthèse des 
ribosomes (Caizergues-Ferrer et al., 1989). En effet il a été démontré dans un système de 
transcription in vitro que l’ajout de C23 inhibe la transcription de l’ADNr à partir d’un 
plasmide (Bouche et al., 1984). In vivo, l’inhibition de la transcription de l’ADNr conduit à 
une délocalisation de C23 qui n’est alors plus associée aux centres fibrillaires denses (CFD) 
(Escande-Géraud et al., 1985). La combinaison de ces données suggère que C23 pourrait être 
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impliquée dans le contrôle de la transcription de l’ADNr. C23 interagit également avec des 
séquences du 5’ETS du pré-ARNr et pourrait intervenir dans son repliement (Allain et al., 
2000). Cette interaction est nécessaire à la formation d’un complexe de maturation des pré-
ARNr et aux étapes précoces de maturation (Bouvet et al., 1998; Ginisty et al., 1998; Ginisty 
et al., 2000). La Nucléoline semble également impliquée dans la progression du cycle 
cellulaire. Un défaut d’expression de C23 induit par interférence à l’ARN conduit à un arrêt 
de croissance, à une accumulation de cellules dans la phase G2 du cycle cellulaire et à une 
augmentation de l’apoptose (Ugrinova et al., 2007). L’apoptose observée dans cette étude 
semble due à une sur-duplication des centrosomes (plus de deux centrosomes par cellules sont 
observés en mitose) et à la mise en place de fuseaux mitotiques multipolaires. C23 semble 
donc impliquée aussi dans la ségrégation des chromosomes en mitose en plus de sa fonction 
dans la synthèse des ribosomes. 
 
E. Vue d’ensemble 
 
De plus en plus de données suggèrent des connexions entre synthèse des ribosomes et 
cycle cellulaire chez la levure et chez les mammifères. Bien que les mécanismes participant à 
ces connexions soient encore très peu connus, deux tendances semblent émerger. 
D’une part, des défauts de synthèse des ribosomes inhibent directement le passage de la 
transition G1/S de la levure aux cellules de mammifères. Ceci suggère que la cellule doit 
pouvoir jauger la vigueur du processus de synthèse des ribosomes pendant la phase G1 et 
s’engager ou non dans la division cellulaire en fonction. Pendant la phase G1 chez la levure, 
la cellule intègre des signaux environnementaux et intracellulaires et détermine ainsi si les 
conditions sont favorables à sa division. L’activité de synthèse des ribosomes semble être un 
paramètre important, en plus de l’efficacité de traduction, qui conditionne la progression du 
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cycle cellulaire. Une connexion entre les étapes précoces de la synthèse des ribosomes et la 
transition G1/S permettrait aux cellules d’arrêter leur cycle cellulaire avant que des défauts de 
production des ribosomes n’affectent la synthèse protéique globale. Cependant il reste à 
déterminer quel aspect de la synthèse des ribosomes la cellule est capable de jauger. 
En plus de ce mécanisme de régulation de la transition G1/S dépendant de l’efficacité de 
la synthèse des ribosomes, il apparaît que certains facteurs impliqués dans la synthèse des 
ribosomes fonctionnent aussi de manière directe dans la progression du cycle cellulaire. 
Certains facteurs fonctionnent indépendamment dans les deux processus simplement parce 
que leur activité biologique peut être utilisée dans ces processus. De manière alternative, en 
régulant l’activité d’un même facteur impliqué dans deux processus, les cellules pourraient les 
coordonner. Par exemple dans le cas de la RNase MRP, son activité biochimique est bien 
connue. Elle cible à la fois les pré-ARNr et l’ARNm de CLB2 par son activité 
d’endonucléase. On comprend alors que des mutations qui altèrent sa fonction 
endonucléolytique entraînent des défauts à la fois dans la synthèse des ribosomes et la 
poursuite du cycle cellulaire. Les relations entre les facteurs d’assemblage des particules pré-
ribosomiques dont l’activité biochimique n’est pas évidente et les étapes du cycle cellulaire 
dans lesquelles ils semblent impliqués est plus difficile à expliquer. Par exemple, les relations 
entre Nop15p et la cytokinèse, entre Nop7p et l’initiation de la réplication de l’ADN ou entre 
Rrb1p, Ebp2p, Utp7p ou Rrp14p et la ségrégation des chromosomes restent énigmatiques. La 
caractérisation des activités biochimiques de ces facteurs pourrait aider à définir les 
mécanismes leur permettant de fonctionner dans la synthèse des ribosomes et la progression 
du cycle cellulaire. La majorité de ces facteurs sont des facteurs de maturation des particules 
pré-60S. Cette observation pourrait s’expliquer par le fait que les cinétiques d’export des 
particules pré-ribosomiques pré-60S et pré-40S sont différentes (Gleizes et al., 2001; Udem 
and Warner, 1973). Alors que les particules pré-40S sont rapidement exportées dans le 
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cytoplasme, les particules pré-60S subissent des étapes de maturation lors de leur passage 
dans le nucléoplasme et résident donc plus longtemps dans le noyau avant leur export dans le 
cytoplasme. Cette plus grande période passée dans le noyau pourrait expliquer pourquoi ce 
sont en majorité des facteurs d’assemblage des particules pré-60S qui présentent des 
connexions avec le cycle cellulaire. L’identification d’autres facteurs des particules pré-60S 
impliqués dans la progression du cycle cellulaire et leur étude précise (étape à laquelle ils 
agissent et activité biochimique) pourraient permettre de mieux comprendre ces connexions.  
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III. LES RIBOSOMOPATHIES 
 
Les ribosomes sont des complexes macromoléculaires vitaux pour la croissance et 
pour la survie cellulaire. Des anomalies de production et/ou de fonctionnement des ribosomes 
semblent être impliquées dans plusieurs maladies humaines associées à des phénotypes 
cliniques spécifiques. En 1999 des mutations récurrentes dans le gène codant la protéine de la 
petite sous-unité ribosomique RPS19 ont été identifiées chez des patients atteints de l’Anémie 
de Diamond-Blackfan (ADB), un syndrome rare d'insuffisance de moelle osseuse avec un fort 
défaut érythroïde (Draptchinskaia et al., 1999). Depuis, des mutations dans les gènes codant 
de nombreuses autres protéines ribosomiques ont été découvertes chez des patients atteints 
d’ADB. D'autres syndromes congénitaux résultent de mutations qui affectent des gènes 
codant des protéines ribosomiques ou des facteurs impliqués dans la synthèse des ribosomes. 
Ceux-ci incluent le syndrome de Swachmann-Diamond (SSD), la dyskératose congénitale 
(DC), l’hypoplasie cartilagineuse et des cheveux (CHH), le syndrome de Treacher-Collins 
(STC) et le syndrome 5q- (Liu and Ellis, 2006). De plus des mutations dans des gènes codant 
certains facteurs d’assemblage des particules pré-ribosomiques pourraient être des causes 
aggravantes de certaines maladies. Chacune de ces maladies est associée à des défauts 
spécifiques de synthèse et/ou de fonctionnement des ribosomes, qui causent différents 
phénotypes cliniques impliquant le plus souvent une insuffisance de la moelle osseuse et/ou 
des anomalies cranio-faciales et squelettiques. Les principales maladies associées aux 
ribosomes, les gènes impliqués et leurs caractéristiques cliniques sont présentés dans la Figure 
11.
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Gènes impliqués 
Maladie 
Humain Levure 
Fonction moléculaire affectée Manifestation clinique 
RPS7 
RPS7A, 
RPS7B 
RPS24 
RPS24A, 
RPS24B 
Maturation de l'extrémité 5' de 
l'ARNr 18S 
RPS17 
RPS17A, 
RPS17B 
RPS19 
RPS19A, 
RPS19B 
Maturation de l'extrémité 3' de 
l'ARNr 18S 
 
RPL5 RPL5 
RPL11 
RPL11A, 
RPL11B 
Anémie de Diamond 
Blackfan (ADB) 
RPL35A 
RPL33A, 
RPL33B 
Maturation des pré-ARNr de la 
grande sous-unité ribosomique 
 
Anémie, défaillance de la moëlle osseuse, 
anomalies cranio-faciales, des membres 
et de l'appareil uro-génital, prédisposition 
aux cancers 
Syndrôme 5q- RPS14 
RPS14A, 
RPS14B 
Maturation des pré-ARNr de 
l'ARNr 18S 
Anémie macrocytique sévère, syndrôme 
myelodysplasique, prédisposition aux 
cancers 
DKC1 CBF5 
NOP10 NOP10 
Dyskératose Congénitale 
(DC) 
NHP2 NHP2 
Déficience en télomérase, 
aggravée par des défauts de 
pseudouridylation par les snoRNP 
à boîtes H/ACA 
Anomalies muco-cutanées, défaillance de 
la moëlle osseuse, prédisposition aux 
cancers 
Cartilage Hair Hypoplasia 
(CHH) 
RMRP NME1 
Maturation de l'ARNr 5.8S de la 
grande sous-unité ribosomique, 
dégradation des ARN régulés au 
cours du cycle cellulaire, 
réplication de l'ADN 
mitochondrial 
Nanisme déformant, dysplasie 
métaphysaire, hypoplasie des cheveux, 
anémie, immunodéficience, maladie de 
Hirschprung, prédisposition aux cancers 
Dysplasie Anauxétique  
(DA) 
RMRP NME1 
Maturation de l'ARNr 5.8S de la 
grande sous-unité ribosomique 
Nanisme, hypodontie, retard mental 
moyen, forte réduction des chondrocytes 
Syndrôme de Treacher 
Collins (STC) 
TCOF1 - 
Transcription de l'ADNr et 
méthylation de l'ARNr 18S 
Anomalies cranio-faciales 
North American Indian 
Childhood cirrhosis  
(NAIC) 
CIRH1A UTP4 
Maturation de l'ARNr 18S de la 
petite sous-unité ribosomique 
Jaunisse néo-natale évoluant en cirrhose 
biliaire, létale à l’adolescence en 
l'absence de transplantation de foie 
Syndrôme de Bowen-
Conradi (SBC) 
EMG1 EMG1 
Maturation de la petite sous-
unité ribosomique 
Retard de croissance, délai 
psychomoteur, anomalies squelettiques, 
létale pendant la petite enfance 
Syndrôme d’Alopécie, de 
défauts Neurologiques et 
d’Endocrinopathie  
(syndrôme ANE) 
RBM28 NOP4 
Maturation de la grande sous-
unité ribosomique 
Retard de croissance, perte de la mobilité, 
retard mental, défauts squelettiques et 
de la peau, perte des cheveux, 
insuffisance surrénale centrale 
Syndrôme de Schwachman 
Bodian Diamond  
(SSD) 
SBDS SDO1 
Maturation et export de la grande 
sous-unité ribosomique 
Retard de croissance, insuffisance 
pancréatique, défauts hématologiques, 
anomalies squelettiques, prédisposition 
aux cancers 
 
 
Figure 11. Tableau récapitulatif des différentes ribosomopathies, les gènes impliqués et les 
caractéristiques cliniques. 
 99 
A. Les maladies génétiques liées à des mutations dans 
des gènes codant des protéines ribosomiques. 
 
Comme décrit dans les parties précédentes de l’Introduction, beaucoup de protéines 
ribosomiques, outre leur fonction en tant que constituant des ribosomes, sont importantes pour 
la maturation des pré-ARNr et l'assemblage des sous-unités ribosomiques. Quelques protéines 
ribosomiques ont en plus des fonctions extra-ribosomiques caractérisées (Caldarola et al. 
2009, Warner and McIntosh 2009). De manière surprenante il a été découvert que 
l'haploinsuffisance de certaines protéines ribosomiques conduit à des maladies de la moelle 
osseuse telles que l’ADB et le syndrome 5q-. 
 
1. L’Anémie de Diamond-Blackfan (ADB). 
 
 Cette maladie a été classifiée par Diamond et Blackfan comme une anémie congénitale 
(Diamond and Blackfan, 1938) due à une défaillance de la moelle osseuse et en particulier à 
une hématopoïèse pro-apoptotique. Environ 40 % des patients présentent aussi des anomalies 
cranio-faciales, cardiaques, des membres et du système urogénital. Ces patients présentent par 
ailleurs une prédisposition aux cancers (Lipton and Ellis, 2009). L’incidence de cette maladie 
est d’environ 4 à 5 cas par million de naissances. 
Environ 50% des patients répertoriés atteints d’ADB possèdent des mutations dans des 
gènes codant des protéines ribosomiques (Vlachos et al. 2008). Le gène RPS19 est muté chez 
la moitié de ces patients, les gènes RPL5, RPL11, RPL35A, RPS24, RPS17 et RPS7 chez les 
autres (Cmejla et al. 2007, Draptchinskaia et al. 1999, Farrar et al. 2008, Gazda et al. 2006, 
Gazda et al. 2008). Dans le cas de RPS19, un total de 77 mutations ont été décrites 
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(Campagnoli et al., 2008). La majorité de ces mutations ne concernent qu’un seul allèle. Elles 
suppriment complètement l’expression de cet allèle ou résultent dans l’expression d’une 
protéine tronquée (Boria et al., 2008; Campagnoli et al., 2008; Da Costa et al., 2003). L'haplo-
insuffisance d’une protéine ribosomique semble être à la base de l’ADB. Si l’ensemble des 
patients atteints d’ADB présente des défaillances de la moelle osseuse, des corrélations entre 
certaines malformations physiques et certains gènes ont pu être observées. Des malformations 
physiques semblent plus souvent associées aux mutations de RPL5 et RPL11 (70%) qu’aux 
mutations de RPS19 (46%) (Gazda et al., 2008). Par exemple, des mutations des gènes RPL5 
ou RPL11 sont plus souvent associées à des pouces tri-phalangés que des mutations dans le 
gène RPS19 (Cmejla et al., 2009). De plus des mutations de RPL5 semblent résulter en des 
manifestations plus sévères de l’ADB ainsi qu’en des malformations en bec de lièvre et/ou de 
la fente palatine spécifiques. Ces observations semblent indiquer que des mutations dans 
différents gènes provoquent différents phénotypes cliniques.  
Diverses études ont permis d’émettre des hypothèses sur l’origine possible de l’ADB. 
Toutes les mutations trouvées jusqu'à présent chez les patients atteints d’ADB se trouvent 
dans des gènes codant des protéines des 2 sous-unités ribosomiques, ce qui fait très 
probablement de l’ADB une maladie liée à des défauts de synthèse et/ou de fonctionnement 
des ribosomes. En effet, dans des cellules de patients ADB les mutations dans les gènes 
RPS19, RPS7, RPS17 et RPS24 perturbent la maturation des pré-ARNr et l'assemblage de la 
particule ribosomique 40S (Choesmel et al., 2007; Choesmel et al., 2008; Flygare et al., 2007; 
Gazda et al., 2008; Idol et al., 2007; Robledo et al., 2008) et les mutations dans les gènes 
RPL11, RPL5 et RPL35A affectent la production de la sous-unité ribosomique de 60S et 
diminuent ainsi le contenu cellulaire en ribosomes matures (Farrar et al., 2008; Gazda et al., 
2008). Chez la levure des mutations de RPS19 et RPL33A (homologue de RPL35A humain) 
entraînent elles aussi des défauts de synthèse des ribosomes (Léger-Silvestre et al., 2005; 
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Martín-Marcos et al., 2007). Par ailleurs, des défauts de maturation des pré-ARNr ont été 
observés dans des fibroblastes primaires et dans les cellules précurseurs de la moelle osseuse 
de patients ADB présentant des mutations dans tous les gènes mentionnés précédemment 
(Choesmel et al., 2007; Flygare et al., 2007; Gazda et al., 2006; Gazda et al., 2008; Idol et al., 
2007). Ces défauts de synthèse des ribosomes résultant de l’haploinsuffisance d’une protéine 
ribosomique donnée conduisent à une diminution du contenu en ribosomes dans la cellule ce 
qui réduit sa capacité de traduction, de croissance et de division. La prolifération rapide et la 
différenciation des précurseurs des globules rouges nécessitent une synthèse importante de 
protéines et par conséquent une production active de ribosomes. Un défaut de synthèse des 
ribosomes chez les patients atteints d’ADB pourrait empêcher la prolifération et/ou la 
différentiation de ces précurseurs (Ellis and Lipton, 2008). Une autre hypothèse pourrait 
impliquer la notion de stress ribosomique présentée précédemment (Dianzani and Loreni, 
2008; Lipton and Ellis, 2009). L’haploinsuffisance d’une protéine ribosomique donnée 
induirait un défaut de synthèse des ribosomes et donc un stress nucléolaire qui activerait les 
voies dépendantes de p53. Ceci résulterait en un arrêt ou un défaut de progression dans le 
cycle cellulaire, ce qui représenterait un frein à la prolifération des précurseurs des globules 
rouges. Des études menées chez le poisson-zèbre et la souris soutiennent cette dernière 
hypothèse. Chez le poisson-zèbre une diminution d’expression de RPS19 induite par des 
morpholinos induit des anomalies développementales et hématopoïétiques qui ressemblent 
aux symptômes de l’ADB. Ces défauts sont partiellement supprimés par l'inactivation de p53 
(Uechi et al., 2008). Des souris présentant des mutations faux-sens hétérozygotes dans les 
gènes RPS19 et RPS20 présentent des phénotypes mineurs similaires à ceux observés chez 
des patients atteints d’ADB, incluant un retard de croissance, une diminution du nombre de 
globules rouges et de réticulocytes et une augmentation de l’apoptose dans les cellules 
progénitrices de la moelle osseuse (McGowan et al., 2008). Ces anomalies sont partiellement 
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supprimées par l’inactivation de p53 suggérant que des défauts de progression du cycle 
cellulaire induits par le stress nucléolaire pourraient être responsables des symptômes de 
l’ADB.  
 
2. Le syndrome 5q- 
 
Le syndrome 5q- est un sous-type indépendant du syndrome myélodysplasique (SMD) 
prépondérant chez les femmes dans le système de classification de l'organisation mondiale de 
la santé. Le symptôme majeur est une anémie caractérisée par un défaut de différenciation 
érythroïde et associée à une progression en leucémie myéloïde aiguë (LMA) (Vardiman et al., 
2002). En 1974, il a été observé que trois patients atteints d’une anémie réfractaire 
présentaient une diminution interstitielle du bras long du chromosome 5 (Van den Berghe et 
al., 1974). La région du chromosome 5 absente chez les patients contient 40 gènes 
(Boultwood et al., 2002), parmi lesquels le gène codant une protéine de la petite sous-unité 
ribosomique, RPS14. Récemment une étude utilisant la méthode d’interférence à l’ARN dans 
un crible fonctionnel a montré que l’inhibition de l’expression de RPS14 reproduit, in vitro, 
les défauts hématologiques du syndrome 5q- suggérant qu’il est le gène impliqué dans ce 
syndrome (Ebert, 2009; Ebert et al., 2008). Dans les échantillons de cellules provenant de 
patients atteints du syndrome 5q-, un seul allèle de RPS14 est présent et une expression 
réduite de la protéine RPS14 a été confirmée (Pellagatti et al., 2008). La diminution de 
l’expression de RPS14 entraîne des défauts d’érythropoïèse alors que les autres lignées 
hématopoïétiques sont relativement bien préservées. La surexpression de RPS14 dans des 
cellules issues de patients atteints du syndrome de 5q- restaure l'érythropoïèse suggérant que 
RPS14 est bien le gène associé à la maladie. Dans un modèle murin par ailleurs, l’absence du 
bras 5q provoque des défauts caractéristiques de l’anémie macrocytique (Barlow et al. 2010). 
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Il est intéressant de noter que l’haploinsuffisance de RPS14 entraîne des phénotypes similaires 
à ceux observés suite à des mutations de RPS19 dans l’ADB : dans les deux cas les patients 
sont atteints d’anémies macrocytiques et présentent une prédisposition à la LMA. Ces 
similitudes suggèrent fortement que le syndrome 5q- a pour origine un défaut de production 
de ribosomes. Il a été montré en effet que le déficit en RPS14 provoque un défaut de 
maturation des pré-ARNr précurseurs de l’ARNr 18S et par conséquent une diminution de la 
production de la petite sous-unité ribosomique (Ebert et al., 2008). L’homologue de RPS14 
chez la levure, Rps14p, est aussi requis pour la maturation de l’ARNr 18S et l'assemblage de 
la sous-unité ribosomique 40S (Ebert et al., 2008; Ferreira-Cerca et al., 2007).  
 
B. Les maladies génétiques liées à des mutations dans 
des gènes codant des facteurs d’assemblage des 
ribosomes 
 
La perte complète de protéines impliquées dans l’assemblage des ribosomes entraîne 
la létalité mais des mutations peuvent agir comme cause de maladies ou, dans de rares cas, 
comme des agents de modification en augmentant la gravité d'une maladie causée par une 
mutation associée à une protéine sans rapport avec les ribosomes. 
 
1. Les maladies génétiques liées à des mutations dans des gènes codant des 
composant de snoRNP 
 
Comme nous l’avons vu précédemment il existe trois types majeurs de snoRNP 
impliquées dans la synthèse des ribosomes : les snoRNPs à boîte C/D, les snoRNPs à boîte 
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H/ACA et la RNase MRP. Ces snoRNPs sont requises pour les modifications chimiques de 
nucléotides du pré-ARNr et/ou pour certaines réactions de clivage du pré-ARNr. Des 
mutations dans des gènes codant certains composants de ces snoRNPs (ARN ou protéines) 
semblent être associées à certaines maladies humaines.  
 
a. La Dyskératose Congénitale  
 
La dyskératose congénitale (DC) est une maladie génétique caractérisée par une 
hétérogénéité symptomatique mais également génétique. Les patients peuvent présenter des 
anomalies des muqueuses cutanées telles qu’une pigmentation anormale de la peau, une 
leucoplasie orale (présence de plaques blanches sur les muqueuses de la bouche) et une 
dystrophie des ongles (Zinsser, 1910). Dans 90% des cas, la DC est associée à une défaillance 
de la moelle osseuse, cette dernière étant la première cause de mortalité (Kirwan and Dokal, 
2008; Savage and Alter, 2009; Walne and Dokal, 2008, 2009). Les patients atteints de DC 
présentent par ailleurs une prédisposition à divers cancers (leucémies, tumeurs solides et 
fibroses pulmonaires). Dans les cas graves la DC peut être associée à une immunodéficience, 
un retard de croissance et à des symptômes neurologiques (syndrome Hoyeraal-Hreidarsson) 
(Yaghmai et al., 2000). La prévalence de cette maladie est d’environ un cas sur un million 
d’individus et le rapport homme/femme d’environ 3 pour 1 (Dokal, 2003; Handley et al., 
2006). 
Toutes les mutations répertoriées chez les patients atteints de DC affectent des gènes 
codant des composants de la télomérase, l’enzyme qui rajoute des répétitions télomériques à 
l’extrémité des chromosomes et empêche ainsi leur raccourcissement progressif au cours des 
divisions du fait d’une réplication incomplète du brin tardif (Kirwan and Dokal, 2008). La 
télomérase est une particule ribonucléoprotéique contenant un ARN structural (TERC) dont 
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une région sert de matrice au composant transcriptase inverse de l’holoenzyme (TERT) pour 
la synthèse des répétitions télomériques. Dans les cellules de mammifères, il s’avère que 
l’holoenzyme télomérase est une particule de type H/ACA. Le domaine 3’ de son composant 
ARN adopte en effet une structure similaire aux snoARN à boîte H/ACA. Ce domaine est 
associé aux protéines cœur des snoRNPs de type H/ACA que sont Dyskérine, GAR1, NHP2 
et NOP10 qui sont requises pour la stabilité de l’holoenzyme (pour revue (Collins, 2006)). 
Il existe différentes formes héréditaires de DC. Les formes liées au chromosome X 
proviennent de mutations récessives dans le gène codant la protéine Dyskérine (DKC1) (Heiss 
et al., 1998). Les formes autosomiques récessives sont associées à des mutations dans les 
gènes codant NHP2, NOP10 ou TERT. Enfin, les formes autosomiques dominantes sont liées 
à des mutations du gène codant le composant ARN de la télomérase (TERC) (Savage and 
Alter, 2009; Walne and Dokal, 2009). Étant donné que toutes les mutations associées à la DC 
altèrent des composants de l’holoenzyme télomérase, il est fort probable que les symptômes 
de la maladie résultent de défauts de maintien des télomères (Mitchell et al., 1999; Walne and 
Dokal, 2009). Cette hypothèse est confortée par l'observation que dans les cellules de patients 
atteints de DC, l’accumulation et l'activité de la télomérase sont réduites, les télomères sont 
raccourcis mais la maturation des ARNr apparaît normale (Montanaro et al., 2002; Wong and 
Collins, 2006). Par ailleurs, la seule perturbation de l’activité télomérase est suffisante pour 
affecter l'hématopoïèse dans toutes les formes de DC (Marrone et al., 2007). De manière 
intéressante cependant, les formes de DC liées au chromosome X, causées par des mutations 
dans le gène DKC1, présentent des symptômes plus graves que les formes autosomiques 
dominantes causées par des mutations de TERC ou de TERT affectant exclusivement l’activité 
télomérase. Cette observation suggère que chez ces patients, des défauts de synthèse des 
ribosomes et d’épissage résultant de l’altération des snoRNPs et scaRNPs de type H/ACA 
pourraient s’additionner aux défauts de maintien des télomères et aggraver le phénotype. Un 
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modèle murin de souris hypomorphe pour DKC1 présente un défaut de pseudouridylation des 
ARNr avant l’apparition des caractéristiques cliniques de la DC alors que la réduction de la 
taille des télomères n’est évidente que dans les générations plus tardives (Ruggero et al., 
2003). De plus des modèles murins de formes récessives de DC liées à des mutations de 
DKC1 présentent des défauts de synthèse des ribosomes à des degrés variés (Gu et al., 2008; 
He et al., 2002; Mochizuki et al., 2004; Ruggero et al., 2003). Il a également été montré que 
les ribosomes de cellules de patients atteints de DC semblent présenter des différences 
fonctionnelles puisque la traduction dépendante d'IRES ("Internal Ribosome Entry Site") est 
réduite dans ces cellules (Yoon et al., 2006). Plus d’études sur les corrélations 
génotype/phénotype des différentes formes de DC devraient permettre d’élucider la 
contribution réelle des perturbations de l’activité de la télomérase, de la synthèse des 
ribosomes et de l’épissage dans la pathophysiologie de la maladie.  
 
b. Les dysplasies squelettiques : Cartilage Hair Hypoplasia et Dysplasie 
Anauxétique 
 
Des mutations dans le gène RMRP codant le composant ARN de la RNase MRP sont 
associées à deux maladies génétiques humaines rares : l’hypoplasie des cartilages et des 
cheveux (CHH) et la dysplasie anauxétique (DA). La CHH est un syndrome autosomique 
récessif qui a initialement été décrite en 1965 dans plusieurs familles Amish comme une 
forme de nanisme résultant d’une dysplasie squelettique (McKusick et al., 1965). La CHH est 
aussi associée à une variété d’anomalies extra-squelettiques comme une hypoplasie des 
cheveux, une anémie hypoplasique, une immunodéficience et une prédisposition accrue à 
certains cancers tels que des lymphomes et le carcinome des cellules basales (Ganapathi and 
Shimamura, 2008; Martin and Li, 2007). L’incidence de cette maladie est d’un cas pour 1300 
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naissances dans l’Ancien Ordre de la population Amish alors que dans les autres populations 
cette maladie est très rare et l’incidence inconnue (Ridanpää et al., 2002). La DA est aussi une 
maladie de croissance autosomique récessive. Bien que la DA et la CHH présentent des 
symptômes communs, la réduction de taille et les défauts squelettiques sont bien plus sévères 
chez les patients atteints de DA que dans le cas de la CHH. En revanche, les anomalies extra-
squelettiques observées chez les patients atteints de CHH, en particulier le défaut de 
fonctionnement de la moelle osseuse, ne sont pas observées chez les patients DA (Thiel et al., 
2005). Étant donné que la RNase MRP est requise à la fois pour la synthèse des ribosomes 
(Schmitt and Clayton, 1993), pour la régulation du cycle cellulaire en régulant la stabilité de 
l’ARNm de la cycline B2 (Gill et al., 2004) et pour la réplication de l'ADN mitochondrial 
(Chang and Clayton, 1987a, b), les mécanismes moléculaires à l’origine des différents 
symptômes restent mal caractérisés. Dans une étude toutefois, l’effet de la surexpression de 
gènes RMRP mutants retrouvés chez des patients atteints de DA ou CHH sur l’accumulation 
des précurseurs de l’ARNr 5.8S et de l’ARNm de la cycline B2 a été étudié dans des cellules 
transfectées (Thiel et al., 2005; Thiel et al., 2007). Les corrélations génotype/phénotype 
suggèrent que les mutations qui perturbent la fonction de maturation de l’ARNr de la RNase 
MRP affectent plus gravement le système squelettique et sont moins fréquemment associées à 
des manifestations extra-squelettiques (comme dans l’AD). A l'inverse, les mutations qui 
affectent le clivage des ARNm de cyclines sont observées chez des patients avec moins de 
défauts squelettiques mais avec des symptômes extra-squelettiques (comme dans la CHH). 
Ces données suggèrent que les anomalies squelettiques, plus sévères chez les patients atteints 
de DA, seraient induites par des défauts de synthèse de l’ARNr 5.8S alors que les anomalies 
extra-squelettiques seraient plutôt liées à des défauts de régulation de la progression du cycle 
cellulaire par les cyclines. 
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Des travaux récents révèlent que le composant transcriptase inverse de la télomérase, 
TERT, interagit avec le composant ARN de la RNase MRP au sein d’une particule 
ribonucléoprotéique distincte de la RNase MRP dans les cellules humaines (Maida et al., 
2009). Cette particule présente une activité ARN polymérase dépendante de l’ARN qui 
semble impliquée dans la synthèse de petits ARNs interférents. Cette nouvelle fonction 
potentielle du composant ARN de MRP pourrait être altérée chez les patients atteints de CHH 
ou DA ce qui pourrait contribuer aux symptômes observés. 
 
2. Les maladies génétiques liées à des mutations dans des gènes codant des 
facteurs d’assemblage requis pour la synthèse de la sous unité ribosomique 
40S 
a. Le syndrome de Treacher Collins 
 
Le syndrome de Treacher Collins (STC) est une maladie autosomique dominante 
caractérisée par des anomalies cranio-faciales caractéristiques, incluant des anomalies des 
oreilles, des yeux et des os du visage, en particulier de la mâchoire inférieure et des joues 
(Treacher Collins, 1900). Les défauts cranio-faciaux des patients atteints de STC ressemblent 
à ceux observés dans certains cas d’ADB, il pourrait donc y avoir une base ribosomique à ces 
pathophysiologies. Cependant contrairement à l’ADB aucune anomalie hématologique n’est 
observée dans les cas de STC. Les patients atteints de STC ont souvent des complications à 
causes des anomalies cranio-faciales qui peuvent avoir des conséquences sur les voies 
respiratoires, le système digestif, le développement du cerveau et l'audition (Sakai and 
Trainor, 2009). L’incidence de cette maladie est d’un cas sur 50000 naissances (Posnick and 
Ruiz, 2000). En 1996, des mutations hétérozygotes dans le gène TCOF1 ont été identifiées 
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comme responsables du syndrome STC. Ce gène code la protéine Treacle (Treacher Collins 
Syndrome Collaborative Group,1996). Par des expériences d’immunofluorescence il a été 
démontré que Treacle est co-localisée dans le nucléole avec UBF et l’ARN polymérase I. 
Cette protéine est une phosphoprotéine essentielle pour la transcription de l'ADNr (Valdez et 
al., 2004). Par ailleurs, Treacle interagit avec des composants des snoRNPs de type C/D tels 
que NOP56 et la fibrillarine et pourrait donc jouer un rôle dans la méthylation des ARNr 
(Gonzales et al., 2005). Des modèles murins d’haploinsuffisance du gène TCOF1 présentent 
une diminution du contenu cellulaire en ribosomes corrélée à une diminution de la 
prolifération de l’ectoderme neural et des cellules de la crête neurale (Dixon et al., 2006). Les 
cellules de souris Tcof1+/- ont un niveau accru d'apoptose, spécifiquement dans l’épithélium 
neural, ce qui résulte en une diminution de la population de cellules de la crête neuronale 
migrante. Ces cellules prolifèrent par ailleurs plus lentement que les cellules exprimant 
TCOF1, diminuant ainsi encore plus le nombre de cellules de la crête neurale et conduisant à 
l'hypoplasie observée dans les patients STC. L'apoptose et la prolifération ralentie de ces 
cellules semblent être dus à un défaut de production de ribosomes dans l’épithélium neural 
des souris mutantes Tcof1+/- (Dixon et al., 2006). L’inhibition chimique et génétique de 
l'activité de p53 dans les souris Tcof1+/- empêche le développement d'anomalies cranio-
faciales (Jones et al., 2008), suggérant que les défauts physiques dus à l’haploinsuffisance de 
TCOF1 sont dépendants de p53. 
 
b. Cirrhose Infantile des indiens d’Amérique du Nord 
 
La Cirrhose Infantile des indiens d’Amérique du Nord (CIAN) est une maladie 
autosomique retrouvée dans la population Ojibway-Cree dans le Nord-Ouest du Québec 
(Chagnon et al., 2002). Elle se manifeste par une jaunisse néonatale évoluant en cirrhose 
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biliaire. La CIAN est due à une mutation faux-sens dans le gène codant la protéine Cirhine, 
qui résulte dans l'expression d’une protéine présentant une substitution ponctuelle d’acide 
aminé (R565W) dans la partie C-terminale de la protéine. Tous les patients atteints de CIAN 
sont homozygotes pour cette mutation (Chagnon et al., 2002). L’homologue de la Cirhine 
chez la levure est la protéine Utp4p, un composant du sous-complexe t-UTP/UTP-A de la 
particule de 90S (Gallagher et al., 2004; Krogan et al., 2004). Dans les cellules humaines, 
UTP4 est une protéine nucléolaire requise pour les étapes de clivage précoces du pré-ARNr. 
Elle semble également requise pour une transcription optimale de l'ADNr (Prieto and McStay, 
2007). Les mécanismes moléculaires conduisant à la CIAN restent inconnus. Chez la levure, 
la partie C-terminale d’Utp4p semble être impliquée dans une interaction avec Utp8p, un 
autre composant du sous-complexe t-UTP/UTP-A. Cette interaction est importante pour 
l’assemblage de la particule de 90S et la maturation des pré-ARNr. La CIAN pourrait donc 
être causée par un défaut d’assemblage de la particule de 90S mais des études 
supplémentaires sont nécessaires pour confirmer cette hypothèse. 
 
c. Le syndrome de Bowen-Conradi 
 
Le syndrome de Bowen-Conradi (SBC) est une maladie létale, autosomique récessive 
décrite pour la première fois dans une population Huttérite (mouvement chrétien anabaptiste 
né dans le Tyrol). Les symptômes de cette maladie sont un retard de croissance pré- et post-
natal, un retard psychomoteur, une microcéphalie et de multiples anomalies des articulations 
(Bowen and Conradi, 1976). Les patients atteints de cette maladie survivent rarement plus 
d'un an. Récemment il a été suggéré qu’une mutation faux-sens dans le gène EMG1 pourrait-
être la cause de la maladie (Armistead et al., 2009). Chez la levure, la protéine essentielle 
Emg1p est une méthyltransférase potentielle requise pour la synthèse de la petite sous-unité 
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ribosomique (Eschrich et al., 2002; Leulliot et al., 2008; Liu and Thiele, 2001). Dans des 
fibroblastes de patients atteints de SBC, la quantité d'ARNm EMG1 est inchangée mais 
l’accumulation de la protéine est fortement réduite (Armistead et al., 2009). Ce défaut 
d’accumulation d’EMG1 compromet vraisemblablement la production de la petite sous-unité 
ribosomique, ce qui pourrait être la cause du syndrome. 
 
3. Les maladies génétiques liées à des mutations dans des gènes codant des 
facteurs d’assemblage requis pour la synthèse de la sous unité ribosomique 
60S 
a. Le syndrome d’Alopécie, de défauts Neurologiques et 
d’Endocrinopathie 
 
Le syndrome d’Alopécie, de défauts Neurologiques et d’Endocrinopathie, ou 
syndrome ANE, est une maladie autosomique récessive, qui présente une grande 
hétérogénéité clinique. Les symptômes décrits incluent une perte de cheveux, un retard 
mental, une perte progressive de la motricité, un hypogonadisme, une insuffisance surrénale 
centrale, une forme de nanisme, une microcéphalie ainsi que d’autres défauts squelettiques et 
de la peau (Nousbeck et al., 2008). La mutation responsable de ce syndrome semble être une 
mutation perte de fonction dans le gène RBM28 (Nousbeck et al., 2008), l’homologue de 
NOP4 chez la levure codant une protéine requise pour la synthèse de la sous-unité 
ribosomique de 60S (Sun and Woolford, 1994). La mutation de RBM28 conduit à une perte 
quasi-complète de l'expression de la protéine et à une diminution de la quantité de ribosomes 
dans les fibroblastes de patients ANE. Les symptômes de la maladie pourraient donc résulter 
de défauts de production des ribosomes. 
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b. Le syndrome de Schwachman Bodian Diamond 
 
Le syndrome de Schwachman Bodian Diamond (SSD) fut décrit pour la première fois 
en 1964 (Shwachman et al., 1964). Il s’agit d’une maladie autosomique récessive avec une 
incidence d’environ un cas pour 50000 naissances. Les principaux symptômes de cette 
maladie sont une insuffisance pancréatique, des défauts hématologiques (neutropénie, anémie 
et/ou thrombocytopénie), des anomalies squelettiques, hépatiques et endocrines, des défauts 
de fonction des lymphocytes T et B et une petite taille (Ganapathi and Shimamura, 2008; 
Shimamura, 2006). De plus les patients atteints du SSD ont des risques accrus de développer 
des leucémies et des myélo-dysplasies (anémies réfractaires).  
Environ 90% des patients atteints du SSD ont des mutations bi-alléliques dans le gène 
SBDS (Ganapathi et al., 2007; Menne et al., 2007). Environ 75% de ces mutations sont le 
résultat d'une conversion avec le pseudogène adjacent SBDSP possédant 97% d'homologie 
avec SBDS. Les 2 mutations les plus communes résultent en une protéine SBDS tronquée et 
entraînent une diminution de la quantité de protéine dans les cellules (Austin et al., 2005). 
L’homologue de SBDS chez la levure est la protéine Sdo1p. Cette protéine est essentielle et 
impliquée dans les étapes tardives de la maturation des particules pré-ribosomiques pré-60S. 
Des expériences récentes suggèrent que Sdo1p permettrait la libération de la protéine Tif6p 
présente au sein des particules pré-60S tardives, qui bloque physiquement l’association de la 
grande sous-unité à la petite sous-unité ribosomique lors de l’initiation de la traduction 
(Menne et al., 2007). Sdo1p coopèrerait avec la GTPase Efl1p pour permettre la libération de 
Tif6p de la particule pré-ribosomique pré-60S, ce qui la rendrait alors compétente pour 
s’engager dans l’initiation de la traduction. En l’absence de Sdo1p, la protéine Tif6p associée 
aux particules pré-60S s’accumule dans le cytoplasme alors que la protéine est détectée 
majoritairement dans le noyau des cellules sauvages. De manière intéressante, dans des 
cellules de patients atteints du SSD, la protéine eIF6, l’homologue de Tif6p de levure, est 
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redistribuée dans le cytoplasme suggérant qu’elle n’est pas dissociée des particules pré-60S. 
Ceci entraîne vraisemblablement des défauts de traduction qui pourraient être à l’origine des 
symptômes observés.  
 
C. Dysfonctionnement des ribosomes ou de leur synthèse 
et cancer. 
 
Dans des cellules cancéreuses la synthèse des ribosomes est activée significativement 
pour répondre aux exigences d’une prolifération active (Maggi and Weber, 2005; Ruggero 
and Pandolfi, 2003). Le nombre et la taille des nucléoles augmentent dans les cellules 
tumorales, ce qui est d’ailleurs un des marqueurs de diagnostic du cancer. Comme mentionné 
précédemment, les patients atteints de la plupart des ribosomopathies décrites ci-dessus 
présentent des prédispositions à développer certains cancers. Pour les patients atteints du 
syndrome de Schwachman-Bodian-Diamond (SSD), le risque de développer un syndrome 
myélodysplasique (SMD) ou une leucémie myéloïde aigüe (LMA) est estimé à 19% à 20 ans 
et 36% à 30 ans, selon une revue de 2005 du Registre Français des Neutropénies Chroniques 
Sévères (Donadieu et al., 2005). Un rapport récent de l'Institut National du Cancer, révèle que 
la fréquence d’apparition de cancers chez les patients atteints des différentes formes de 
Dyskératose Congénitale est onze fois supérieure à celle de la population générale. Ces 
fréquences sont encore plus élevées pour les cancers de la langue et la LMA (Alter et al., 
2009). Dans la population Finlandaise atteinte de CHH, il semble y avoir sept fois plus de 
cancers que dans la population non affectée par la maladie (14 cas diagnostiqués parmi les 
123 patients suivis). Le lymphome non-Hodgkinien est la tumeur la plus fréquente (9 cas), 
suivi du carcinome des muqueuses, de leucémies et de la maladie de Hodgkin (affection 
cancéreuse d’un ou plusieurs ganglions lymphatiques). Environ 64% des tumeurs sont 
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observées chez des patients de moins de 45 ans. De plus, 10 patients de cette population 
développent des carcinomes des cellules basales de la peau (Taskinen et al., 2008). 
Le fait que des patients atteints de ribosomopathies développent des cancers peut 
paraître contre-intuitif puisque le défaut de synthèse des ribosomes représente plutôt un frein 
à la prolifération cellulaire. Pourtant, il semble qu’il existe bien des liens forts entre des 
dysfonctionnements des ribosomes ou de leur synthèse, des anomalies de la moelle osseuse, 
l’activation de p53 et le développement de tumeurs. Les mécanismes sous-jacents ne sont 
toujours pas compris. Des études menées chez le poisson-zèbre montrent également que des 
défauts de synthèse des ribosomes augmentent la fréquence d’apparition de cancers. Des 
lignées de poissons-zèbres présentant des mutations hétérozygotes dans plusieurs gènes 
codant des protéines ribosomiques développent des tumeurs avec une incidence élevée, 
principalement au niveau des gaines des nerfs périphériques mais également au niveau 
d’autres organes (Amsterdam et al., 2004). La distribution et l’agressivité de ces tumeurs dans 
ces lignées est semblable à celles de poissons-zèbres p53-/- ce qui a conduit les auteurs à 
proposer que les gènes codant des protéines ribosomiques sont des suppresseurs de tumeurs 
haplo-insuffisants. De manière intéressante, les cellules tumorales des poissons-zèbres 
présentant des mutations dans les gènes codant des protéines ribosomiques n'expriment pas 
p53 (MacInnes et al., 2008), ce qui contribue vraisemblablement au développement tumoral. 
Une hypothèse pourrait être proposée pour expliquer que des patients atteints de 
ribosomopathies présentent une propension à développer des cancers. Avec une fréquence très 
rare, il se pourrait que certaines cellules de ces patients, dans lesquelles la synthèse des 
ribosomes est sub-optimale et la protéine p53 partiellement activée, arrivent à outrepasser le 
frein à la progression du cycle, par exemple en inactivant p53, et commencent à se multiplier 
anarchiquement. Des mutations secondaires pourraient alors permettre d’activer la biogenèse 
des ribosomes dans ces cellules et éventuellement de compenser le défaut d’expression de la 
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protéine ribosomique ou du facteur d’assemblage à l’origine de la ribosomopathie pour 
conduire à la tumeur. 
 
D. Conclusions et perspectives 
 
Depuis les dernières décennies, de multiples maladies génétiques rares ont été 
attribuées à des défauts de fonction ou de synthèse des ribosomes. Des mutations de gènes 
codants des protéines ribosomiques ou d’autres protéines impliquées dans la synthèse des 
ribosomes entraînent des phénotypes spécifiques, restreints à certains types cellulaires, malgré 
l'expression ubiquitaire de ces gènes et leur caractère essentiel pour la synthèse protéique.  
Alors que les maladies de la synthèse des ribosomes induisent un large éventail de 
symptômes, des points communs peuvent être observés. Premièrement, quasiment toutes les 
maladies observées sont le résultat d'une perte partielle d'expression ou de fonction de la 
protéine soutenant l'idée que les mutations nulles homozygotes de facteurs de la synthèse des 
ribosomes sont létales. Deuxièmement, beaucoup de ribosomopathies présentent des 
caractéristiques cliniques communes, en particulier une petite taille, un retard mental, des 
anomalies des articulations, des anémies et des prédispositions au cancer. Troisièmement, les 
mutations de beaucoup de protéines ribosomiques et de facteurs de synthèse des ribosomes 
semblent activer la voie p53, entraînant un défaut de progression dans le cycle cellulaire et 
éventuellement des mécanismes de mort cellulaire programmée. 
La synthèse des ribosomes est un processus essentiel de toutes les cellules de 
l’organisme et elle est nécessaire à la croissance, la division et la survie des cellules. Pourtant, 
les exemples de ribosomopathies présentés dans les paragraphes précédents montrent que 
seuls certains tissus, comme par exemple la moelle osseuse, sont affectés. Les raisons de la 
sensibilité accrue de certains tissus restent mystérieuses. Il a été proposé que les cellules qui 
 116 
prolifèrent ou se différencient rapidement, comme certaines cellules précurseurs de la moelle 
osseuse, nécessitent un plus fort taux de synthèse protéique et seraient donc plus sensibles à 
des défauts de synthèse des ribosomes (Ellis and Lipton, 2008). Une autre hypothèse serait 
que les défauts de synthèse des ribosomes induisent une stabilisation partielle de p53, 
entraînant des défauts de progression dans le cycle cellulaire et de l'apoptose qui 
empêcheraient la prolifération et/ou la différenciation des cellules précurseurs des globules 
rouges (Fumagalli et al., 2009; McGowan et al., 2008). Ces hypothèses ne peuvent néanmoins 
pas complètement tout expliquer puisque la moelle osseuse n'est pas le seul tissu en 
prolifération active chez l'adulte. Par ailleurs, dans un embryon en cours de développement, 
tous les tissus se divisent rapidement et nécessitent vraisemblablement une synthèse active de 
ribosomes. Dans le cas des symptômes hématologiques liés à des mutations de gènes codant 
des protéines ribosomiques, il a été proposé qu'une réduction du contenu cellulaire en 
ribosomes pourrait retarder la synthèse de la globine dans les précurseurs des globules rouges. 
Ceci pourrait résulter dans l’accumulation d'hèmes libres toxiques pour la cellule qui 
conduirait à une apoptose érythroïde et à l'anémie ((Keel et al., 2008), pour revue (Narla and 
Ebert, 2010)). Des mécanismes alternatifs pourraient inclure des fonctions pathogéniques des 
particules pré-ribosomiques accumulées de manière aberrante et des défauts de traduction 
spécifiques par les ribosomes défectueux (Blázquez-Domingo et al., 2005). 
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I. Caractérisation de la protéine Rrp36 chez la levure S. 
cerevisiae et l’humain 
Chez la levure S. cerevisiae, environ 200 gènes impliqués dans la synthèse des ARNr 
et l’assemblage des ribosomes sont co-régulés au niveau transcriptionnel et constituent le 
régulon RRB (“rRNA and ribosome biosynthesis”). Bien que la majorité des protéines codées 
par les gènes de ce régulon ait été caractérisée, un certain nombre d’entre elles ont des 
fonctions inconnues. Nous nous sommes intéressés à l’étude de la protéine codée par le gène 
YOR287c. Nos résultats montrent que cette protéine est requise pour les clivages précoces du 
pré-ARNr 35S, la formation de l’ARNr 18S et des sous-unités ribosomiques 40S. Nous avons 
donc nommé cette protéine Rrp36p, pour “ribosomal RNA processing factor” de 36kDa. 
Rrp36p est une protéine nucléolaire qui s’associe très tôt aux particules pré-ribosomiques, au 
sein de la particule de 90S. Son incorporation n’est cependant pas nécessaire au recrutement 
des modules UTP-A, UTP-B et UTP-C ni de la snoRNP U3 au sein de la particule 90S. En 
revanche l’absence de composants des sous-complexes UTP-A et UTP-B mais pas de la 
protéine Rrp5p induit des défauts d’accumulation et d’incorporation de Rrp36p dans les 
particules pré-ribosomiques précoces. Nous avons également étudié la fonction de 
l’homologue de la protéine Rrp36p dans des cellules humaines (RRP36) et montré qu’il est 
nécessaire aux clivages précoces du pré-ARNr et à la synthèse de la petite sous-unité 
ribosomique. La fonction de cette protéine dans la synthèse des ribosomes semble donc 
conservée de la levure à l’homme. Ces résultats ont fait l’objet de la publication suivante : 
Gérus, M., Bonnart, C., Caizergues-Ferrer, M., Henry, Y., and Henras, A.K. 
(2010). Evolutionarily conserved function of RRP36 in early cleavages of the pre-rRNA 
and production of the 40S ribosomal subunit. Mol Cell Biol 30, 1130-1144 
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Ribosome biogenesis in eukaryotes is a major cellular activity mobilizing the products of over 200 tran-
scriptionally coregulated genes referred to as the rRNA and ribosome biosynthesis regulon. We investigated the
function of an essential, uncharacterized gene of this regulon, renamed RRP36. We show that the Rrp36p
protein is nucleolar and interacts with 90S and pre-40S preribosomal particles. Its depletion affects early
cleavages of the 35S pre-rRNA and results in a rapid decrease in mature 18S rRNA levels. Rrp36p is a novel
component of the 90S preribosome, the assembly of which has been suggested to result from the stepwise
incorporation of several modules, including the tUTP/UTP-A, PWP2/UTP-B, and UTP-C subcomplexes. We
show that Rrp36p depletion does not impair the incorporation of these subcomplexes and the U3 small
nucleolar RNP into preribosomes. In contrast, depletion of components of the UTP-A or UTP-B modules, but
not Rrp5p, prevents Rrp36p recruitment and reduces its accumulation levels. In parallel, we studied the
human orthologue of Rrp36p in HeLa cells, and we show that the function of this protein in early cleavages of
the pre-rRNA has been conserved through evolution in eukaryotes.
Ribosome biogenesis begins with the transcription of the
ribosomal DNA units by RNA polymerase I (RNA Pol I) in
the nucleolus, generating a primary transcript cotranscription-
ally assembled within nascent preribosomal particles. In Sac-
charomyces cerevisiae, the earliest described preribosome, de-
fined as the 90S preribosome or small subunit (SSU)
processome, contains the 35S rRNA precursor (pre-rRNA),
resulting from the cotranscriptional cleavage of the primary
transcript by Rnt1p (10, 15). This 35S precursor contains the
sequences corresponding to three of the four RNA compo-
nents of mature ribosomes, namely, the 18S, 5.8S, and 25S
rRNAs, flanked by external transcribed spacers (5ETS and
3ETS) and separated by internal transcribed spacers (ITS1
and ITS2). The precursor to the fourth mature rRNA (5S) is
synthesized independently by RNA Pol III and is incorporated
within early 90S preribosomes as part of a small ribonucle-
oprotein particle (46). During the maturation of the preribo-
somal particles, the 35S pre-rRNA undergoes a complex
processing pathway consisting of (i) the introduction of post-
transcriptional modifications (mainly 2-O ribose methylations
and pseudouridylations) and (ii) a complex series of endonu-
cleolytic and exonucleolytic processing events (see Fig. 3C)
that remove the spacer sequences and release the mature
rRNAs. Simultaneously with these processing events, the ribo-
somal proteins are progressively incorporated into the matur-
ing particles. (For a recent, more detailed review on the mat-
uration of the preribosomal particles, see reference 16.)
Different versions of the early 90S preribosomal particle
have been purified from yeast cells, and the protein composi-
tion has been determined by mass spectrometry (9, 12). These
particles contain the 35S pre-rRNA, a specific subset of SSU
ribosomal proteins, the U3 small nucleolar RNP (snoRNP),
and more than 30 so-called “nonribosomal” or “trans-acting”
factors, which associate transiently with the preribosomal par-
ticles and are not present in the mature ribosomes. The pre-
viously uncharacterized factors identified in these particles
were named “Utp” for U three-associated protein (3, 9) and
were shown to be required for early cleavages of the 35S
pre-rRNA and the synthesis of the small ribosomal subunit (3,
7, 9, 12). Although many components of the 90S preribosomes
have been identified and characterized, it remains unclear how
they cotranscriptionally assemble with the nascent transcript to
yield a processing-competent particle. Recent reports have
suggested that the assembly of the 90S preribosomes results
from the cotranscriptional association of several preformed
modules, interacting with the nascent transcript in a stepwise
and ordered manner. At least five such modules have been
isolated or suggested to exist in yeast, namely, the tUTP/
UTP-A (11, 18), PWP2/UTP-B (8, 12, 18), and UTP-C (18)
subcomplexes, as well as the Imp3p-Imp4p-Mpp10p ternary
complex (43) and the Rcl1p-Bms1p module (4, 17, 42). Com-
ponents of the tUTP/UTP-A complex (11, 25, 44) as well as
Mdr1p (33) associate very early with the nascent transcript,
and their incorporation is a prerequisite for the subsequent
association of other subcomplexes. Following association of
the tUTP/UTP-A complex, the PWP2/UTP-B and UTP-C
modules seem to assemble independently from one another,
but the order of incorporation remains unclear (25). Integra-
tion of the U3 snoRNP and the Imp3p-Imp4p-Mpp10p module
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within nascent preribosomes requires prior loading of the
PWP2/UTP-B subcomplex (8). Association of another compo-
nent of the SSU processome, Rrp5p (37), is required for the
interaction between the UTP-C module and the 35S pre-rRNA
(25) and also for the recruitment of the DEAD-box protein
Rok1p (38), a putative RNA helicase required for early cleav-
ages of the pre-rRNA and the production of mature 18S rRNA
(36). The basic mechanisms of this assembly process seem to
be evolutionarily conserved in eukaryotes, since complexes ho-
mologous to the yeast tUTP/UTP-A (27) and Imp3p-Imp4p-
Mpp10p (13) modules have been characterized in mammalian
cells, as has a novel SSU processome assembly intermediate
containing the U3 snoRNP, nucleolin, RRP5, and DBP4 (35).
In yeast, proper assembly of the SSU processome has recently
been shown to be monitored by a nucleolar surveillance mech-
anism responsible for degradation by the TRAMP5 complex of
the RNA components of aberrant particles (44). Interestingly,
the assembly and maturation of the preribosomal particles in
yeast cells have recently been proposed to be coordinated with
expression of the ribosomal proteins via a mechanism impli-
cating a direct interaction between the UTP-C complex and
Ifh1p, a factor controlling transcription of the ribosomal pro-
tein genes (30).
In yeast, numerous genes encoding factors required for
rRNA synthesis and preribosome maturation are coregulated
at the transcriptional level as cells pass through a variety of
physiological transitions (23, 39, 40). These genes have been
collectively referred to as the rRNA and ribosome biosynthesis
(RRB) regulon. In a search for novel yeast trans-acting factors
involved in ribosome biogenesis, we analyzed a recently ex-
tended list of more than 200 genes constituting the regulon
(40). We noticed the presence of a noncharacterized, essential
gene identified as YOR287C. We undertook the characteriza-
tion of this gene in both yeast and mammalian cells, and we
show that it fulfills an evolutionarily conserved function in
early cleavages of the pre-rRNA and the synthesis of the 40S
ribosomal subunit. We renamed this gene RRP36, since the
encoded protein is a novel ribosomal RNA processing factor of
36 kDa in yeast.
MATERIALS AND METHODS
Yeast strains, mammalian cells, plasmids, and media. Yeast strains used in
this study were derivatives of either S. cerevisiae strain BY4741, originating from
the S288C background (MATa his31 leu20 met150 ura30), or of S. cerevisiae
strain BMA64 [MATa ura3-1 trp12 ade2-1 (ochre) leu2-3,112 his3-11,15 can1-
100 (ochre)] (2). UTP15::TAP, UTP17::TAP, UTP22::TAP, and PWP2::TAP
strains were purchased from Open Biosystems. In these strains, insertion of the
tandem affinity purification (TAP) cassette has been selected using the HIS3MX6
marker. The RRP36::3HA strain, encoding Rrp36p-3HA (HA indicates influenza
virus hemagglutinin epitopes) under the control of the endogenous RRP36 pro-
moter, was generated as follows: a PCR cassette containing the 3HA tag se-
quence and a kanamycin resistance (kanrMX6) selectable marker generated
using OHA282 and OHA283 oligonucleotides (see Table S1 in the supplemental
material) was inserted by homologous recombination downstream of the chro-
mosomal RRP36 ORF in the BY4741, UTP15::TAP, UTP17::TAP, UTP22::TAP,
and PWP2::TAP strains as described in reference 22. The GAL1::TAP::RRP36
strains, expressing TAP-Rrp36p under the control of the GAL1 promoter, was
constructed as follows: a PCR cassette containing the Kluyveromyces lactis TRP1
selectable marker, the GAL1 promoter, and the TAP tag sequence was amplified
by PCR from plasmid pBS1761 (28) by the use of primers OHA292 and OHA293
(see Table S1 in the supplemental material). The PCR fragment was inserted by
homologous recombination upstream of the chromosomal RRP36 open reading
frame (ORF) in strain BMA64, resulting in the deletion of 50 nucleotides
upstream of the ORF in the RRP36 promoter and the in-frame fusion of the TAP
tag sequence to the RRP36 ORF. The GAL1::3HA::RRP36 strain, allowing con-
ditional expression of 3HA-Rrp36p, was constructed as follows: a PCR cassette
containing the kanrMX6 selectable marker followed by the GAL1 promoter and
the 3HA tag sequence, generated with OHA211 and OHA212 oligonucleotides
(see Table S1 in the supplemental material), was inserted by homologous re-
combination upstream of the chromosomal RRP36 ORF in the BY4741,
UTP15::TAP, UTP17::TAP, UTP22::TAP, and PWP2::TAP strains as described in
reference 22. Insertion of the cassette resulted in the deletion of 50 nucleotides
upstream of the ORF in the RRP36 promoter and the in-frame fusion of the 3HA
tag sequence to the RRP36 ORF. When grown in a rich medium containing 2%
galactose, the GAL1::3HA::RRP36 strain displays the same generation time as a
wild-type (WT) strain, suggesting that the N-terminal fusion to the 3HA tag
does not interfere with Rrp36p function. To generate the GAL1::UTP17,
GAL1::PWP2, and GAL1::RRP5 strains expressing Rrp36p-3HA, PCR cassettes
containing the HIS3MX6 selectable marker and the GAL1 promoter (generated
with oligonucleotide pair OMG054 and OMG055, oligonucleotide pair OMG050
and OMG051, and oligonucleotide pair OMG058 and OMG059, respectively
[described in Table S1 in the supplemental material]) were inserted by homol-
ogous recombination upstream of the chromosomal UTP17, PWP2, and RRP5
ORFs, respectively, in the previously described RRP36::3HA strain, as described
in reference 22. In each case, insertion of the cassette resulted in the deletion of
a region of the targeted promoter corresponding to the 50 nucleotides upstream
of the ORF. The oligonucleotides used to generate the different PCR cassettes
have been designed according to the method described in reference 22.
S. cerevisiae strains were grown either in YP medium (1% yeast extract, 1%
peptone) (Becton-Dickinson) supplemented with 2% galactose or 2% glucose as
the carbon source (rich medium) or in YNB medium [0.17% yeast nitrogen base
(MP Biomedicals), 0.5% (NH4)2SO4] supplemented with 2% galactose or 2%
glucose and the required amino acids (minimal medium). Selection of the Kanr
transformants was achieved by addition of G418 at a final concentration of 0.2
mg/ml.
HeLa cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) sup-
plemented with 10% fetal bovine serum (Gibco), 1 mM sodium pyruvate
(Gibco), and 10 U/ml penicillin and 10 g/ml streptomycin (Gibco) at 37°C with
5% CO2.
Plasmid pUN100-GFP-NOP1 was generated in the Hurt laboratory. Plasmid
pEGFP-RRP36 was constructed as follows: the RRP36 coding sequence was
amplified by PCR starting from an IMAGE clone containing the full-length
C6orf153 cDNA (clone 4300313; Open Biosystems), with Phusion DNA poly-
merase (Finnzymes) in the optional “GC buffer.” The primers used for this
reaction were designed to insert an XhoI site upstream (OCB021) and a BamHI
site downstream (OCB022) of the RRP36 coding sequence in the resulting PCR
product. This product was digested by XhoI and BamHI and inserted into the
pEGFP-C1 vector (Clontech) digested by the same enzymes.
Sucrose gradient sedimentation experiments. Approximately 6  109 cells
growing exponentially were treated for 10 min with 50 g/ml cycloheximide
(Sigma) added directly to the culture medium. Cells were collected by centrifu-
gation, rinsed with buffer K (20 mM Tris-Cl [pH 7.4], 50 mM KCl, 10 mM
MgCl2) supplemented with 50 g/ml cycloheximide, and collected again by
centrifugation. Dry pellets were resuspended with approximately 1 volume of
ice-cold buffer K supplemented with 1 mM dithiothreitol, 1 Complete EDTA-
free protease inhibitor cocktail (Roche), 0.1 U/l RNasin (Promega), and 50
g/ml cycloheximide. About 250 l of ice-cold glass beads (Sigma) was added to
500-ml aliquots of the resuspended cells, which were broken by vigorous shaking
three times for 2 min each time, separated by 2-min incubations on ice. Extracts
were clarified through three successive centrifugations at 13,000 rpm and 4°C for
5 min and quantified by measuring absorbance at 260 nm. About 30 A260 units
were loaded on 4.5% to 45% sucrose gradients in buffer K, prepared using a
Gradient Master 107ip (Biocomp) gradient maker. Gradients were centrifuged
for 150 min at 39,000 rpm and 4°C in an Optima L-100XP Ultracentrifuge
(Beckman-Coulter) using the SW41Ti rotor without brake. Following centrifu-
gation, 18 fractions of 500 l each were collected from the top of the gradients
by use of a Foxy Jr. fraction collector (Teledyne ISCO). The absorbance at 254
nm was measured during collection with a UA-6 device (Teledyne ISCO).
Immunoprecipitation experiments. The protocol used to immunoprecipitate
TAP-tagged proteins was adapted from the method described in reference 29.
Cell pellets corresponding to about 6  109 cells were resuspended with approx-
imately 1 volume of ice-cold A200 KCl buffer (20 mM Tris-Cl [pH 8.0], 5 mM
MgAc, 200 mM KCl, 0.2% Triton X-100) supplemented with 1 mM dithiothre-
itol, 1 Complete EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche), and 0.1 U/l
RNasin (Promega). About 250 ml of ice-cold glass beads (Sigma) was added to
500-l aliquots of the resuspended cells, which were broken by vigorous shaking
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three times for 2 min each time, separated by 2-min incubations on ice. Extracts
were clarified through three successive centrifugations at 13,000 rpm and 4°C for
5 min and quantified by measuring absorbance at 260 nm. About 60 A260 units
were incubated for 2 h at 4°C with 15 l (bed volume) of immunoglobulin G
(IgG)-Sepharose beads (GE Healthcare) in a total volume of 1 ml (adjusted with
A200 KCl buffer supplemented with 1 mM dithiothreitol, 1 Complete EDTA-
free protease inhibitor cocktail, and 0.1 U/l RNasin) on a rocking table. For
RNA analyses, beads were washed seven times with 1 ml of ice-cold A200 KCl
buffer supplemented with 1 mM dithiothreitol and 1 Complete EDTA-free
protease inhibitor cocktail. RNAs were extracted from bead pellets as described
in reference 34: 160 l of 4 M guanidium isothiocyanate solution, 4 l of
glycogen (Roche), 80 ml of a mixture consisting of 10 mM Tris-Cl (pH 8.0), 1
mM EDTA (pH 8.0), and 100 mM NaAc, 120 l of phenol, and 120 l of
chloroform were added. Tubes were shaken vigorously, incubated 5 min at 65°C,
and centrifuged 5 min at 13,000 rpm (4°C). Aqueous phases (240 l) were mixed
vigorously with 120 l of phenol and 120 l of chloroform and centrifuged 5 min
at 13,000 rpm (4°C), and the resulting aqueous phases were ethanol precipitated.
For protein analyses, beads were washed five times with 1 ml of ice-cold A200
KCl buffer supplemented with 1 mM dithiothreitol and 1 Complete EDTA-
free protease inhibitor cocktail and two additional times with 1 ml of A200 NaCl
buffer (20 mM Tris-Cl [pH 8.0], 5 mM MgAc, 200 mM NaCl, 0.2% Triton X-100)
supplemented with 1 mM dithiothreitol and 1 Complete EDTA-free protease
inhibitor cocktail. Beads were resuspended directly with 2 sodium dodecyl
sulfate (SDS) gel-loading buffer (100 mM Tris-Cl [pH 6.8], 4% SDS, 20%
glycerol, 200 mM dithiothreitol, 0.2% bromophenol blue).
Tandem affinity purifications. Cell pellets (corresponding to about 5  1010
cells) frozen in liquid nitrogen were broken with a planetary mill (Pulverisette 6;
Fritsch) two times for 5 min at 500 rpm in the presence of 25 ml of ice-cold glass
beads and 10 ml of A200 KCl buffer (20 mM Tris-Cl [pH 8.0], 5 mM MgAc, 200
mM KCl, 0.2% Triton X-100) supplemented with 1 mM dithiothreitol, 1
Complete EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche), and 0.5 U/l RNasin
(Promega). For TAP purifications under native conditions, cell extracts were
clarified by centrifugation at 13,000 rpm (20,400  g) for 15 min at 4°C in a Ti
50.2 rotor (Beckman). For TAP purifications under stringent conditions, cell
extracts were clarified by centrifugation at 180,000  g for 45 min at 4°C in a Ti
50.2 rotor (Beckman) to pellet high-molecular-weight complexes and retain only
smaller modules as described in reference 18. Clarified extracts were incubated
with 200 l (bed volume) of IgG-Sepharose beads (GE Healthcare) for 2 h on a
rocking table. Beads were washed with 80 ml of ice-cold A200 KCl buffer
supplemented with 1 mM dithiothreitol and then with 30 ml of ice-cold TEV
cleavage buffer (10 mM Tris-Cl [pH 8.0], 150 mM NaCl, 0.1% NP-40, 0.5 mM
EDTA, 1 mM dithiothreitol). Beads were resuspended with 1 ml of TEV cleav-
age buffer and incubated for 2 h at 16°C on a rocking table in the presence of 100
units of ActTEV protease (Invitrogen). Eluted samples (about 1 ml) were mixed
with 3 ml of calmodulin binding buffer (10 mM Tris-Cl [pH 8.0], 150 mM NaCl,
1 mM MgAc, 1 mM imidazole, 2 mM CaCl2, 0.1% NP-40, 10 mM ß-mercapto-
ethanol) and 3 l of 1 M CaCl2 and incubated with 200 l of calmodulin beads
(Stratagene) at 4°C for 1 h on a rocking table. Beads were washed with 40 ml of
calmodulin binding buffer, and proteins were eluted by the addition of 6  200
l of calmodulin elution buffer (10 mM Tris-Cl [pH 8.0], 150 mM NaCl, 1 mM
MgAc, 1 mM imidazole, 2 mM EGTA, 0.1% NP-40, 10 mM -mercaptoethanol).
Eluted proteins were precipitated with 20% trichloroacetic acid (TCA), rinsed
with acetone, and resuspended with 15 l of 1 SDS gel-loading buffer (40 mM
Tris-Cl [pH 6.8], 2% SDS, 10% glycerol, 25 mM dithiothreitol, 0.1% bromophe-
nol blue). The samples were reduced for 30 min at 53°C in a shaking thermo-
mixer (Eppendorf) and then alkylated for 30 min at room temperature in a
shaking thermomixer in the presence of 75 mM iodoacetamide (Sigma). Samples
were loaded on 10% acrylamide-bisacrylamide (29:1)–SDS gels, run through the
stacking gel, and allowed to migrate through about 0.5 cm of the resolving gel.
Gels were briefly (15 min) stained with PageBlue protein staining solution (Fer-
mentas), and pieces of gels containing the samples were excised. The proteins
contained in these samples were analyzed by mass spectrometry as described in
reference 19.
Protein extractions, TCA precipitations, and Western blot analyses. Total
protein extracts used for the Western blot analyses (see Fig. 3B and Fig. 5B) were
prepared as follows: cell pellets corresponding to approximately 108 cells were
resuspended with 200 l of 2 SDS gel-loading buffer (100 mM Tris-Cl [pH 6.8],
4% SDS, 20% glycerol, 200 mM dithiothreitol, 0.2% bromophenol blue), and 500
l of glass beads was added. Cells were broken by vigorous agitation at 4°C for
5 min. Another 200 l of 2 SDS gel-loading buffer was added, and samples
were homogenized by vigorous agitation for 1 min at 4°C, incubated 10 min at
65°C, and centrifuged 15 min at 10,000 rpm and 4°C. Proteins contained in the
supernatants were separated on SDS–10% polyacrylamide gels and transferred
to Amersham Hybond-C Extra membranes (GE Healthcare). HA-tagged
Rrp36p was detected using horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-HA
antibodies (clone 3F10; Roche) diluted to 1:1,000 in PBST buffer (137 mM NaCl,
2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 0.1% Tween 20) containing 5%
(wt/vol) milk (Re´gilait, Paˆturage, or Delisse without added vitamins). Actin was
detected using mouse antiactin monoclonal antibodies (clone ACTN05; Thermo
Scientific) diluted to 1:500 in PBST buffer containing 5% milk. Lcp5p was
detected using specific polyclonal antibodies (generously provided by Thomas
Wiederkehr, Basel, Switzerland) diluted to 1:1,000 in the same buffer. For actin
and Lcp5p detection, membranes were washed three times for 10 min with PBST
buffer containing 1% milk following incubation with the primary antibodies,
incubated for 2 h with the relevant HRP-conjugated secondary antibodies diluted
to 1:10,000 in PBST buffer containing 1% milk, and finally washed three times for
10 min each time with PBST buffer. Detections were achieved using either
regular enhanced chemoluminescence (ECL) Western blotting detection re-
agents (GE Healthcare) or a more sensitive “ECL Advance” Western blotting
detection kit (GE Healthcare), following the provided protocol.
Proteins contained in sucrose gradient fractions (Fig. 1B; also see Fig. 4 and
5A) were concentrated by TCA precipitation as follows: ice-cold TCA (Sigma)
was added to 250 l (about one-half) of each fraction to achieve a final concen-
tration of 15%. Samples were mixed by inversion, incubated about 75 min on ice,
and centrifuged 20 min at 13,000 rpm and 4°C. To wash the pellets, 500 ml of
acetone was added and the samples were centrifuged 5 min at 13,000 rpm and
4°C. Supernatants were removed completely, and pellets were air dried and
resuspended with 30 l of NuPAGE lithium dodecyl sulfate sample buffer sup-
plemented with NuPAGE sample-reducing agent (Invitrogen). These protein
samples were heated 15 min at 65°C, loaded on NuPAGE Novex 4–12% Bis-Tris
gradient gels (Invitrogen), and transferred to nitrocellulose membranes by using
an iBlot dry blotting system (Invitrogen). 3HA-tagged Rrp36p was detected as
described above. TAP-tagged proteins were detected using rabbit peroxidase
antiperoxidase (PAP; Dako) diluted to 1:10,000 in PBST buffer containing 5%
milk.
RNA extractions and Northern blot and primer extension analyses. RNA
extractions from yeast cells were performed as described in reference 34. RNA
extractions from HeLa cells were performed using Trizol (Invitrogen). For
Northern blot analyses of low-molecular-weight species (see Fig. 3D), 4 g of
total RNAs was separated on polyacrylamide gels (6% acrylamide-bisacrylamide
[19:1]–8 M urea–1 Tris-borate-EDTA buffer). For Northern blot analyses of
higher-molecular-weight species (Fig. 1B, 2A, and 3D; also see Fig. 5A and 7B),
4 g of total RNAs, or half of the RNA samples purified from about 250 ml of
the sucrose gradient fractions, was separated as described previously (31). In all
cases, RNAs were transferred to Amersham Hybond N membranes (GE
Healthcare), and membranes were hybridized with 32P-labeled oligodeoxynucleo-
tides by use of Rapid-hyb buffer (GE Healthcare). The sequences of the oligo-
deoxyribonucleotides used as probes in these studies are described in Table S1 in
the supplemental material. Primer extension analyses to detect the 35S pre-
rRNA were performed using 32P-labeled 5 35S-3 oligodeoxyribonucleotide (see
Table S1 in the supplemental material) and SuperScript II reverse transcriptase
(Invitrogen), following the protocol provided with the enzyme. Following cDNA
synthesis, RNAs were hydrolyzed for 1 h at 55°C in the presence of 100 mM
NaOH. Samples were neutralized with 100 mM HCl, and the cDNAs were
ethanol precipitated in the presence of glycogen. Pellets were resuspended with
stop solution (5 mg/ml Dextran Blue 2000 in deionized formamide), and cDNAs
were separated by electrophoresis on polyacrylamide gels (6% acrylamide-bis-
acrylamide [19:1]–8 M urea–1 Tris-borate-EDTA buffer). Gels were dried, and
the signals were detected by autoradiography.
Immunofluorescence microscopy using yeast cells. About 2  108 cells grow-
ing exponentially were fixed with 4% paraformaldehyde (Electron Microscopy
Science) during 30 min under conditions of gentle shaking, collected by centrif-
ugation, rinsed with buffer B (8.6 mM K2HPO4, 1.3 mM KH2PO4, 1.2 M sorbi-
tol), and collected again by centrifugation. Cell pellets were resuspended with
500 l of digestion buffer obtained by mixing 1 ml buffer B with 10 ml of 200 M
vanadium ribonucleoside complex, 2 l of 0.1 M phenylmethylsulfonyl fluoride,
2 l of 14.3 M -mercaptoethanol, and 10 l of 5 mg/ml Zymolyase 100T
(Seikagaku Corporation). After 45 min at 30°C, spheroplasts were collected by
gentle centrifugation, resuspended with 500 l of buffer B, spotted on eight-well
multitest slides previously coated with poly-L-lysine (Sigma), and incubated for
1 h at room temperature to allow cell adhesion. Excess cells were removed, and
slides were incubated for 5 min in phosphate-buffered saline (PBS) containing
0.1% bovine serum albumin (BSA) and then two times for 5 min each time in
PBS containing 0.1% BSA and 0.1% NP-40. To detect HA-tagged proteins,
slides were incubated for 2 h at room temperature with anti-HA monoclonal
antibodies (clone 12CA5; Roche) diluted to 1:200 in PBS containing 0.1% BSA.
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Slides were rinsed once for 5 min with PBS containing 0.1% BSA, once for 5 min
with PBS containing 0.1% BSA and 0.1% NP-40, and once again for 5 min with
PBS containing 0.1% BSA. Slides were then incubated for 2 h at room temper-
ature with Alexa Fluor 555-conjugated goat anti-mouse IgGs (Invitrogen) diluted
to 1:1,000 in PBS containing 0.1% BSA. Slides were then rinsed three times as
described above. DNA was stained with 0.1 g/ml DAPI (4,6-diamidino-2-
phenylindole) in Moviol. Images were captured with an Olympus IX-81 micro-
scope using Metamorph acquisition software.
Transfection of HeLa cells with pEGFP-RRP36 and immunofluorescence
microscopy. Exponentially growing HeLa cells were electrotransformed with
pEGFP-RRP36 plasmid by the use of 10 g of DNA for 10  106 HeLa cells in
200 l Opti-MEM (Gibco). The mix was transferred into a 4-mm cuvette (Eu-
rogentec) and incubated 5 min on ice, and cells were electrotransformed with a
Bio-Rad Gene Pulser apparatus (250 V, 950 F). Cells were then grown on
microscope cover glass in six-well plates for 48 h and fixed for 20 min with 4%
paraformaldehyde. Fixed cells were washed twice with PBS, permeabilized with
0.4% Triton X-100 in PBS for 5 min, and washed twice with PBS. The cells were
incubated for 1 h with 1% BSA in PBS. Cells were then incubated 2 h in the same
solution containing antifibrillarin monoclonal antibodies (clone 72B9, diluted to
1:200). Cells were washed twice with 1% BSA in PBS and subsequently incubated
1 h with tetramethyl rhodamine isothiocyanate-conjugated anti-mouse antibod-
ies (Dako) diluted to 1:200 in PBS containing 1% BSA. Cells were washed three
times with 1% BSA in PBS and one time with PBS only, and the nuclei were
stained with Hoescht solution. The coverslips were mounted in Moviol. Images
were captured on a DMRB microscope (Leika) using Metavue software.
Knockdown of RRP36 expression by RNA interference (RNAi). The small
interfering RNA (siRNA) duplex matching a region corresponding to nucleo-
tides 692 to 710 from the ATG of C6orf153 cDNA (5-GCAGCAAGAAA
UUGGAGAA-3) was purchased from Eurogentec. Exponentially growing
HeLa cells were trypsinized, washed in Opti-MEM (Gibco), and resuspended in
Opti-MEM at a density of 5  107 cells/ml. Forty microliters of siRNA solution
(100 M) was added to 200 ml of the cell suspension, the mix was transferred
into a 4-mm cuvette (Eurogentec) and incubated 5 min on ice, and cells were
electrotransformed with a Bio-Rad Gene Pulser apparatus (250 V, 950 F). Cells
were immediately resuspended and divided in three 10-cm-diameter plates. Cells
were harvested 24, 48, and 72 h after transfection.
Pulse-chase analysis. HeLa cells were electrotransformed simultaneously with
two siRNA duplexes targeting RRP36 mRNA, the one described previously (see
“Knockdown of RRP36 expression by RNAi” above) and a second one matching
a region corresponding to nucleotides 131 to 150 from the ATG of C6orf153
cDNA (5-GCACAUCUAACAUGUCAUU-3). Forty microliters of each
siRNA duplex (100 M) was added to 10  106 HeLa cells in a total volume of
240 l of Opti-MEM. Electrotransformation was performed as described previ-
ously (see “Knockdown of RRP36 expression by RNAi” above). Cells were then
grown on 12-well plates for 48 h. The pulse-chase protocol was adapted from
reference 26. Cells were incubated in methionine-free DMEM (Invitrogen) for
30 min at 37°C, labeled for 15 min with L-methyl 3H methionine (50 Ci/ml),
rinsed with regular DMEM, and incubated for 0 min (i.e., immediately rinsed
with PBS; see below) or 7.5, 15, 30, 60, and 90 min in regular DMEM. Cells were
rinsed with cold PBS and immediately resuspended with 500 l of Trizol (In-
vitrogen). RNAs were extracted, separated on a 1.2% agarose gel as described
previously (see “RNA extractions and Northern blot and primer extension anal-
yses” above), transferred to Amersham Hybond N membranes (GE Health-
care), and exposed for several days using Biomax KODAK MS films and a
KODAK BioMax TranScreen LE apparatus.
RESULTS
Rrp36p displays a predominant nucleolar localization and
interacts with 90S and pre-40S preribosomes in vivo. To in-
vestigate the subcellular localization of endogenous Rrp36p,
we constructed a strain expressing under the control of the
endogenous RRP36 promoter a modified version of Rrp36p
bearing the 3HA epitope tag at its C terminus (the
RRP36::3HA strain). This strain was grown exponentially, and
cell samples were analyzed by fluorescence microscopy. The
anti-HA immunofluorescent signal observed in these cells is
restricted to the nucleus (Fig. 1A), which is consistent with the
presence of a putative nuclear localization signal (NLS) at the
FIG. 1. Rrp36p is a nucleolar protein cosedimenting with preribosomes in yeast cells. (A) Subcellular localization of Rrp36p. The RRP36::3HA
strain transformed with a plasmid expressing GFP-Nop1p was grown exponentially, and cell samples were treated for fluorescence microscopy. The
two rightmost columns show merged images. (B) Sedimentation profile of Rrp36p-3HA on a sucrose gradient. A total extract prepared from
RRP36::3HA cells growing exponentially was sedimented through a sucrose gradient, and 18 fractions were collected. The corresponding A254
profile is displayed with the characteristic annotated peaks. One-half of each fraction was precipitated by TCA, and Rrp36p-3HA was detected in
these samples by Western blotting using anti-HA antibodies. RNAs contained in the other half of each fraction were purified, and specific
molecules were detected by Northern blotting using the indicated probes (see Fig. 3C and Table S1 in the supplemental material for details).
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C terminus of the protein (see Fig. 6A). Within the nucleus,
Rrp36p-3HA is present at low levels in the nucleoplasmic area
and is highly enriched within a crescent-shaped region also
containing a green fluorescent protein (GFP)-fused version of
Nop1p (GFP-Nop1p), a core component of box C/D snoRNPs
involved in early, nucleolar stages of the pre-rRNA maturation
pathway. We conclude that Rrp36p accumulates predomi-
nantly in yeast cell nucleoli.
To obtain insights into the nature of the macromolecular
complexes containing Rrp36p, we compared the sedimentation
profile of Rrp36p with that of (pre)ribosomal particles on
density gradients (Fig. 1B). Rrp36p-3HA concentrates in two
sets of fractions of the gradient. The first set (fractions 6 to 8)
contains the pre-40S particles associated with the 20S pre-
rRNA, and the second set (fractions 10 to 13) includes the 23S
pre-rRNA-containing preribosomes (fractions 10 to 12), the
FIG. 2. Rrp36p interacts with 90S and pre-40S preribosomal particle components in yeast cells. (A) Immunoprecipitation (IP) experiments
using IgG-conjugated Sepharose and total cellular extracts prepared from strain BMA64 (devoid of TAP-tagged protein; lanes 1 and 2) and from
strains expressing TAP-Rrp36p (lanes 3 and 4) or Pwp2p-TAP (lanes 5 and 6). About 1/5 of the proteins retained in each purified sample (IP) and
1/50 of the proteins contained in each input extract (T) were analyzed by Western blotting using rabbit PAP to detect the TAP-tagged proteins
(WB PAP). The RNAs extracted from each purified sample (IP) and from a fraction of each input extract corresponding to 1/50 of the amount
used as starting material for the immunoprecipitation (T) were analyzed by primer extension (PE) and/or Northern blot analyses. Signal intensities
were quantified from PhosphorImager data using MultiGauge software, and the percentages of input RNAs precipitated in each experiment are
indicated below the IP lanes (bg, background level). (B) TAP of TAP-Rrp36p under native and stringent conditions. TAP-Rrp36p was affinity
purified from GAL1::TAP::RRP36 cells under both native (20,400  g; lane 2) and stringent (180,000  g; lane 4) conditions (see Materials and
Methods). As a control, the parental BMA64 WT strain, devoid of TAP-tagged protein, was handled similarly in each case. Approximately 1/10
of the final purified samples were separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and stained with PageBlue protein staining solution. The
remaining samples were subjected to mass spectrometry analyses. CBP-tagged Rrp36p is indicated with a dot in lanes 2 and 4. Lane 1, molecular
weight markers (MWM). (C) Proteins specifically associated with Rrp36p. The list includes all the nonribosomal proteins detected by mass
spectrometry in the TAP-Rrp36p purifications but not in the mock purifications. Ribosomal proteins have been omitted from this list.
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pre-60S particles (fractions 10 to 12), and the early preribo-
somes associated with the 35S and 33S/32S precursors (frac-
tions 12 to 16). Most of the fractions in which Rrp36p is
detected also contain different levels of U3 snoRNA. Thus,
most Rrp36p-3HA is engaged within large complexes, the den-
sity of which is consistent with that of various preribosomal
particles. We next carried out immunoprecipitation experi-
ments to assess whether Rrp36p interacts physically with pre-
ribosomal particles (Fig. 2A). We constructed a strain express-
ing Rrp36p fused at the N terminus with the TAP tag under
the control of the GAL1 promoter (the GAL1::TAP::RRP36
strain). This strain was grown in the presence of galactose, and
TAP-Rrp36p was precipitated from a total cellular extract by
the use of IgG-conjugated Sepharose. A fraction of the pre-
cipitated material was analyzed by Western blotting to assess
the precipitation efficiency of TAP-Rrp36p. The RNAs con-
FIG. 3. Rrp36p depletion affects early cleavages of the pre-rRNA and the production of the mature 18S rRNA in yeast cells. The
GAL1::3HA::RRP36 or BY4741 (WT) strain was shifted from a galactose- to a glucose-based medium and maintained under conditions of
exponential growth. (A) Growth curve of yeast cells undergoing Rrp36p depletion. Growth of the strains was followed by measuring the optical
density of the cultures at 600 nm (OD600) at different times after the nutritional shift. (B) Depletion of 3HA-Rrp36p following the nutritional shift.
Total proteins were extracted from the RRP36::3HA strain grown on galactose (GAL)- or glucose (GLU)-containing medium and from the
GAL1::3HA::RRP36 strain before transfer to the glucose-based medium (GAL) and at different times after transfer to the glucose-based medium
(GLUCOSE). The accumulation of 3HA-tagged Rrp36p proteins and actin (loading control) was assessed by Western blotting using anti-HA and
actin-specific antibodies, respectively. Note that Rrp36p-3HA is slightly larger than 3HA-Rrp36p due to the insertion of a linker sequence, in
addition to the 3HA tag, into the Rrp36p-3HA fusion protein. (C) Scheme of the pre-rRNA processing pathway in S. cerevisiae. Endonucleolytic
cleavages and exonucleolytic trimmings are marked by solid and dotted arrows, respectively. The positions of the oligonucleotide probes used to
detect the different pre-rRNAs analyzed in this study (a, b, and c) are shown on the initial precursor; their sequences are detailed in Table S1 in
the supplemental material. (D) Early pre-rRNA processing defects in cells undergoing Rrp36p depletion. The BY4741 and GAL1::3HA::RRP36
strains were shifted from a galactose- to a glucose-based medium, and culture samples were collected before the nutritional shift (GAL) and at
different times after the nutritional shift (GLU). Total RNAs were extracted from these cell samples, and the accumulation of the different
(pre-)rRNAs was analyzed by Northern blotting using the indicated oligonucleotide probes (see Fig. 3C and Table S1 in the supplemental
material).
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tained in the remaining sample were purified, and specific
molecules were identified by primer extension and/or Northern
blot analyzes. The parental BMA64 WT strain was used as a
negative control in this experiment, and, for reasons that be-
come obvious later in this report, we chose a strain expressing
a TAP-tagged component of the SSU processome, Pwp2p, as a
positive control. The RNA components of 90S preribosomal
particles, the 35S and 33S/32S pre-rRNAs, are coprecipitated
with TAP-Rrp36p, as well as the 23S pre-rRNA and the 20S
precursor to the mature 18S rRNA to a lesser extent (Fig. 2A).
PhosphorImager quantifications indicate that about 2% of the
35S pre-rRNA and approximately 1% of the 23S and 20S
precursors are coprecipitated with TAP-Rrp36p. In contrast,
the 7S pre-rRNA, a component of late pre-60S particles, is
detected at background levels in the precipitate. These inter-
actions suggest that Rrp36p is a component of the 90S pre-
ribosomal particles, a conclusion further supported by the
presence in the TAP-Rrp36p immunoprecipitate of the U3
snoRNA but not of other abundant noncoding RNAs such as
the RNA component of the signal recognition particle (SCR1)
or the U2 spliceosomal small nuclear RNA. Consistent with
the observed cosedimentation of Rrp36p and pre-40S particles
on sucrose gradients (Fig. 1B), Rrp36p seems also to interact
to a lesser extent with pre-40S particles containing the 23S and
20S intermediates, suggesting that the protein remains associ-
ated with the pre-40S preribosomal particles following early
cleavages of the 35S pre-rRNA. Interestingly, the profiles of
the RNA species associated with TAP-Rrp36p and Pwp2p-
TAP are qualitatively very similar, strengthening the conclu-
sion that Rrp36p is a component of the 90S preribosomes.
However, these RNAs are precipitated much more efficiently
with Pwp2p-TAP than with TAP-Rrp36p, suggesting that the
latter protein interacts with preribosomal particles through
more labile interactions.
To confirm that Rrp36p is associated with preribosomal
particles, we performed TAPs (Fig. 2B and C). TAP-Rrp36p
was purified under native (Fig. 2B, lane 2) or stringent (Fig.
2B, lane 4) conditions (see Materials and Methods), and the
copurified proteins were identified by mass spectrometry (Fig.
2C). The BMA64 strain devoid of TAP-tagged protein was
used as a control in each experiment (Fig. 2B, lanes 3 and 5).
Consistent with our previous observations, several factors
shown or suggested to be components of the 90S preribosomal
particles are specifically detected in the TAP-Rrp36p purifica-
tion under native conditions. In addition, two protein compo-
nents of pre-60S particles also copurify with Rrp36p. Interest-
ingly, the 90S preribosome factors associated with Rrp36p
include all but one of the components of the previously de-
scribed UTP-C complex (18), namely, Utp22p and the four
subunits of casein kinase II (Cka1p, Cka2p, Ckb1p, and
Ckb2p). Two of these, Cka2p and Ckb1p, remain associated
with TAP-Rrp36p under stringent conditions, suggesting that
Rrp36p may be preferentially associated with the UTP-C
module.
To provide further evidence that Rrp36p is a novel compo-
nent of 90S preribosomes, we showed that Rrp36p-3HA par-
tially cosediments with TAP-tagged versions of known compo-
nents of these particles such as Utp15p, Utp17p, Pwp2p, and
Utp22p on sucrose gradients (see Fig. S1A in the supplemental
material) and interacts physically with these factors, as as-
sessed by immunoprecipitation experiments (see Fig. S1B in
the supplemental material).
Depletion of Rrp36p affects early cleavages of the pre-rRNA
and inhibits the production of the 40S ribosomal subunit in
yeast. To investigate the function of Rrp36p in ribosome
biogenesis, we produced a strain that conditionally ex-
presses 3HA-tagged Rrp36p in the presence of galactose
and undergoes Rrp36p depletion when glucose is added (the
GAL1::3HA::RRP36 strain). Upon transfer to a glucose-con-
taining medium, this strain displays a rapid growth defect com-
pared to the BY4741 WT strain (Fig. 3A). To monitor 3HA-
Rrp36p depletion, the accumulation levels of the protein were
monitored by Western blot analysis at different time points.
These levels were compared to those of the Rrp36p-3HA pro-
tein expressed from the endogenous RRP36 promoter in the
RRP36::3HA strain grown on galactose- and glucose-contain-
ing medium (Fig. 3B, lanes 1 and 2, respectively), which likely
reflect the physiological levels. As soon as 30 min after tran-
scriptional repression, 3HA-Rrp36p accumulation dropped be-
low the levels observed with the RRP36::3HA strain grown in
the presence of glucose (Fig. 3B; compare lanes 4 and 2) and
became barely detectable after 1 h (lane 5). To determine
whether Rrp36p depletion affects the production of ribosomes,
we compared the ribosome profiles in the presence and
absence of Rrp36p on sucrose gradients (see Fig. S2 in the
supplemental material). Depletion of 3HA-Rrp36p resulted
in a clear reduction of the sedimentation peak correspond-
ing to the free 40S subunits and a correlated strong increase
of the 60S subunit sedimentation peak. To delineate the
origin of this phenotype, we compared pre-rRNA processing
in WT and Rrp36p-depleted cells by Northern blot analysis
(Fig. 3D). As early as 30 min after the nutritional shift, the
GAL1::3HA::RRP36 strain accumulated the 35S pre-rRNA
(Fig. 3D, lanes 9 to 14) in comparison to the WT control
experiment results (lanes 2 to 7), suggesting that the matura-
tion of this precursor was impaired. Concomitantly, four inter-
mediates of the processing pathway were very rapidly depleted:
the 33S and 32S pre-rRNAs, resulting from cleavage of the 35S
transcript at sites A0 and A1 respectively, as well as the 20S and
the 27SA2 intermediates produced from the 32S pre-rRNA
following A2 cleavage. The accumulation of the 35S precursor
and the disappearance of the 33S, 32S, 20S, and 27SA2 inter-
mediates strongly suggest that early cleavages of the 35S pre-
rRNA at sites A0, A1, and A2 were rapidly and strongly inhib-
ited in cells undergoing Rrp36p depletion. As a consequence,
the 23S species, resulting from cleavage of the 35S precursor at
site A3 without prior cleavage at sites A0, A1, and A2, clearly
accumulated. The strong depletion of the 20S pre-rRNA re-
duced the synthesis of the mature 18S rRNA and therefore the
production of the 40S ribosomal subunit (see Fig. S2 in the
supplemental material). In contrast, production of the RNA
components of the 60S ribosomal subunit, the 5S, 5.8S, and
25S rRNAs, was not affected by the absence of Rrp36p. We
conclude that Rrp36p is specifically required for early cleav-
ages of the 35S pre-rRNA at sites A0, A1, and A2 in the
processing pathway leading to the mature 18S rRNA and the
production of the 40S ribosomal subunit. This conclusion is
fully consistent with the results of a large-scale microarray-
based study reporting that transcriptional repression of the
YOR287C ORF induces a U3 processome-like mutant pheno-
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type (24) and with the partial characterization of the function
of YOR287C in ribosome biogenesis published while this work
was in progress (21). Probably as a consequence of the rapid
depletion of the 18S rRNA compromising translation and
growth, Rrp36p inactivation resulted in the accumulation of
cells in the G1 phase of the cell cycle (see Fig. S3 in the
supplemental material).
Incorporation of Rrp36p into nascent preribosomes in yeast
cells requires prior loading of the tUTP/UTP-A and PWP2/
UTP-B complexes but not Rrp5p. As previously shown, Rrp36p
is a novel component of the SSU processome and is required
for early cleavages of the 35S pre-rRNA. The assembly of this
initial preribosomal particle has been suggested to result from
the sequential loading of several preformed subcomplexes. We
determined whether Rrp36p is required for the incorporation
of the UTP-A, UTP-B, and UTP-C modules and several
snoRNPs within the SSU processome and conversely whether
components of the UTP-A and UTP-B subcomplexes as well as
Rrp5p are necessary for Rrp36p recruitment. To study the
importance of Rrp36p in the assembly of the 90S preribosome,
we compared the sedimentation profiles of components of the
UTP-A, UTP-B, or UTP-C subcomplexes and different snoR-
NAs in WT and Rrp36p-depleted cells (Fig. 4; also see Fig. S2
in the supplemental material). For this analysis, we placed the
RRP36 ORF under the control of the conditional GAL1 pro-
moter in strains expressing TAP-tagged versions of Utp15p or
Utp17p (UTP-A complex), Pwp2p (UTP-B complex), or
Utp22p (UTP-C complex). The A254 absorbance profiles pre-
sented in the upper panels in Fig. 4 confirm that depletion of
Rrp36p induced a severe defect in the production of the ma-
ture 40S ribosomal subunit. Yet the Utp15p-TAP, Utp17p-
TAP, Pwp2p-TAP, or Utp22p-TAP proteins were still detected
in fractions of the gradient containing high-molecular-weight
complexes, and none of them was detected in the top fractions
containing small particles and free proteins. These data suggest
that the stalled preribosomal particles lacking Rrp36p contain
the tested components of the different UTP modules and that
Rrp36p is therefore probably not required for their incorpo-
ration. Likewise, the sedimentation profiles of U3 snoRNA
and of two other essential snoRNAs also crucial for early
processing of the pre-rRNAs (U14 and snR30) were not mod-
ified in Rrp36p-depleted cells (Fig. S2 in the supplemental
material and data not shown). We conclude that Rrp36p is
likely not necessary for the insertion of U3, U14, and snR30
snoRNPs into preribosomes.
We next studied whether Utp17p (UTP-A complex), Pwp2p
(UTP-B complex), or Rrp5p is required for Rrp36p recruit-
ment to the nascent preribosomal particles. We replaced the
endogenous promoter of the UTP17, PWP2, or RRP5 gene with
the conditional GAL1 promoter in the previously described
RRP36::3HA strain. These strains were shifted from a galac-
tose- to a glucose-containing medium and grown for different
times to deplete Utp17p, Pwp2p, or Rrp5p. Extracts prepared
from the depleted cells were analyzed by sedimentation on
sucrose gradients. The absorbance profiles observed in
Utp17p-depleted cells (Fig. 5A, upper right panel) and Pwp2p-
depleted cells (Fig. 5A, bottom left panel) are consistent with
those reported previously by others (8, 25) and very similar to
those observed in the absence of Rrp36p (Fig. 4; also see Fig.
S2 in the supplemental material). Interestingly, Rrp36p-3HA
could not be detected using conventional methods in the frac-
tions of the gradient containing the preribosomal particles in
Utp17p- and Pwp2p-depleted extracts, in contrast with the WT
control experiment results (Fig. 5A, upper left panel). Thus,
Rrp36p does not accumulate within preribosomal particles in
the absence of Utp17p or Pwp2p. Using a highly sensitive
detection kit, we could nevertheless detect trace amounts of
partially degraded Rrp36p-3HA protein in the top fractions of
FIG. 4. Depletion of Rrp36p in yeast does not affect the incorporation of components of the UTP-A, UTP-B, or UTP-C modules within
preribosomes. Strains expressing TAP-tagged versions of Utp15p, Utp17p, Pwp2p, or Utp22p that were otherwise WT (lower panels) or expressing
3HA-Rrp36p under the control of the GAL1 promoter (upper panels) were transferred from galactose- to glucose-based medium and grown for
6 h. Total extracts prepared from these cells were sedimented through sucrose gradients. Western blot experiments were carried out using rabbit
PAP to detect TAP-tagged proteins in the different fractions. BOT, bottom.
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FIG. 5. Components of the UTP-A and UTP-B complexes, but not Rrp5p, are required for the incorporation of Rrp36p into preribosomes.
(A) Sedimentation profile of Rrp36p-3HA in WT cells (upper left panel) or in cells lacking Utp17p (upper right panel), Pwp2p (lower left panel),
or Rrp5p (lower right panel). The GAL1::UTP17, GAL1::PWP2, and GAL1::RRP5 strains expressing Rrp36p-3HA were shifted from galactose-
to glucose-containing medium and grown for 16, 18, or 14 h, respectively, to deplete the corresponding protein according to the method described
in reference 25. As a control, the RRP36::3HA strain grown in the presence of glucose was used. Total extracts prepared from these cell samples
were sedimented through sucrose gradients. The proteins contained in one-half of each fraction were analyzed by Western blotting using
anti-HA antibodies to detect Rrp36p-3HA (note that Rrp36p-3HA was detected using regular ECL in WT and Rrp5p-depleted cells and the
more sensitive “ECL Advance” [ECL adv.] kit in Utp17p- and Pwp2p-depleted cells). Total RNAs were extracted from the other half of each
fraction, and the pre-rRNAs were detected by Northern blotting using probe a (Fig. 3C). BOT, bottom. (B) Accumulation levels of
Rrp36p-3HA in WT or Utp17p-, Pwp2p-, or Rrp5p-depleted cells. The WT, GAL1::UTP17, GAL1::PWP2, and GAL1::RRP5 strains
expressing Rrp36p-3HA were transferred from a galactose- to a glucose-containing medium, and cultures were maintained under conditions
of exponential growth. Total protein extracts prepared from cell samples harvested before the nutritional shift (GAL) and 6, 12, and 24 h
after the nutritional shift (GLU) were analyzed by Western blotting. Rrp36p-3HA was detected using anti-HA antibodies and regular ECL.
Lcp5p was detected using specific antibodies.
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the gradient containing free proteins and low-molecular-
weight complexes (see the legend of Fig. 5A for more details).
This result prompted us to assess whether the accumulation of
Rrp36p-3HA is affected in cells undergoing Utp17p or Pwp2p
depletion (Fig. 5B). The BY4741, GAL1::UTP17, and
GAL1::PWP2 strains expressing Rrp36p-3HA were subjected
to a galactose-to-glucose nutritional shift, and total protein
extracts were prepared from cell samples harvested before the
shift (galactose) and 6, 12, and 24 h after the shift (glucose).
Western blot analyses show that depletion of Utp17p and of
Pwp2p clearly affected Rrp36p-3HA protein levels (Fig. 5B,
second and third panels from the left, respectively) compared
to control cell results (left panel). In contrast, the stability of
Lcp5p, another nucleolar factor required for early cleavages of
the 35S pre-rRNA at sites A0, A1, and A2 (45), was not affected
under the same conditions. Together, these data suggest that
Rrp36p recruitment to nascent preribosomes requires prior
loading of the UTP-A and UTP-B subcomplexes. Defective
integration of either of these modules affects the loading of
Rrp36p and results in a pool of free proteins that rapidly turn
over. Alternatively, the UTP-A and UTP-B complexes may be
directly required for the stability of Rrp36p.
Recently, Rrp5p has been shown to be required for the
association of the UTP-C subcomplex with the 35S pre-rRNA
(25). We studied the effects of Rrp5p depletion on the stability
and sedimentation profile of Rrp36p. In contrast to what has
been observed upon depletion of Utp17p and Pwp2p, the ab-
sence of Rrp5p did not affect the steady-state accumulation of
Rrp36p-3HA (Fig. 5B, right panel) and the protein was still
detected in the fractions of the gradient containing preribo-
somal particles (Fig. 5A, bottom right panel). Surprisingly,
however, the sedimentation profile of Rrp36p-3HA in Rrp5p-
depleted cells appears significantly different from that ob-
served with WT cells. The protein was not detected in fractions
6 to 9 of the gradient and appeared more concentrated in the
bottom fractions containing polysomes and other high-molec-
ular-weight complexes. These data indicate that the incorpo-
ration of Rrp36p into preribosomes is not prevented in the
absence of Rrp5p. The observed shift in sedimentation may
suggest that the incorporation of Rrp36p is, on the contrary,
facilitated under these conditions or, alternatively, that the
protein remains associated for a longer period of time with
preribosomal particles and/or is trapped within aberrant par-
ticles cosedimenting with polysomes.
A human protein homologous to yeast Rrp36p accumulates
in the nucleoli of HeLa cells and is required for early cleavages
of the pre-rRNAs. By sequence comparison, we could identify
proteins homologous to yeast Rrp36p in all available eukary-
otic genomes. Alignment of these homologous proteins shows
that they display several blocks of identical or similar residues
separated by more variable regions (Fig. 6A). These conserved
blocks do not correspond to any recognizable protein motif,
except for the lysine- and arginine-rich domains systematically
found at the very end of all sequences, predicted to correspond
to nuclear localization signals (6). The human genome con-
tains a single, uncharacterized ORF (named C6orf153) encod-
ing a hypothetical protein predicted to display 21% identity
and 44% similarity with yeast Rrp36p. We initiated the char-
acterization of this human protein in HeLa cells and renamed
it RRP36, since our results strongly suggest that this protein is
the orthologue of yeast Rrp36p in mammalian cells.
To investigate the subcellular localization of RRP36 in
HeLa cells, we constructed a plasmid expressing, under the
control of the cytomegalovirus promoter, RRP36 fused at the
N terminus to a variant of the GFP (EGFP). This plasmid was
transfected into HeLa cells, and the localization of EGFP-
RRP36 was analyzed by fluorescence microscopy. Figure 6B
shows that EGFP-RRP36 was exclusively detected within the
nucleus of HeLa cells, where it was found homogeneously
distributed throughout the nucleoplasm and concentrated, in
addition, in the nucleoli identified by the presence of fibrillarin,
a core component of box C/D snoRNPs. In agreement with our
observations, the protein product of the C6orf153 gene has
been detected by mass spectrometry in highly purified prepa-
rations of human nucleoli (1, 20). The presence of RRP36 in
the nucleoli of human cells suggests that the protein functions
in early steps of ribosome synthesis. To investigate this hypoth-
esis further, we reduced the expression of RRP36 in HeLa cells
by RNAi and assessed the effects on the pre-rRNA processing
pathway (Fig. 7). The pre-rRNA maturation process in higher
eukaryotes (5, 14, 32) is depicted in Fig. 7A. HeLa cells were
transfected with or without siRNAs targeting RRP36 mRNA
and were harvested after 24, 48, or 72 h of treatment. Total
RNAs were extracted and analyzed by Northern blotting to
detect the various pre-rRNAs (Fig. 7B). The accumulation
levels of some of these precursors were quantified from
PhosphorImager data (Fig. 7C). We could not evaluate the
impact of the siRNA treatment on RRP36 protein levels, since
we lacked specific antibodies. However, we showed by reverse
transcription combined with semiquantitative PCR that the
accumulation of RRP36 mRNA is specifically reduced by
approximately 70% in siRNA-treated cells compared to the
accumulation of the irrelevant GAPDH (glyceraldehyde
3-phosphate dehydrogenase) mRNA (see Fig. S4A in the
supplemental material). Partial depletion of RRP36 mRNA did
not affect the steady-state accumulation of the initial 45S pre-
rRNA, which remained roughly constant at the different time
points (Fig. 7B). This result suggests that inactivation of
RRP36 does not affect transcription by RNA Pol I. In that
respect, RRP36 differs from early-associating t-UTP proteins
shown to be required for this process in HeLa cells (27). In
contrast, the 45S precursor, resulting from cleavages of the
45S transcript at site 01 in the 5ETS and at site 02 in the
3ETS, accumulated to some extent at 24 h and afterwards.
This result suggests that cleavages of the 45S pre-rRNA at sites
01 and 02 are not drastically affected in siRNA-treated cells
but that the downstream maturation of the resulting 45S spe-
cies is delayed. In WT cells, the 45S transcript is processed
following two alternative pathways. One pathway consists of
cleavages at sites A0 and A1, generating the 43S and 41S
precursors. The accumulation of these species was clearly re-
duced in siRNA-treated cells (by approximately 40% for the
41S pre-rRNA [Fig. 7C]; the accumulation levels of the 43S
pre-rRNA could not be quantified accurately because of the
close proximity of the 45S) despite the increased levels of the
45S pre-rRNA, suggesting that RRP36 is required for cleav-
ages at sites A0 and A1. The alternative 45S pre-rRNA mat-
uration pathway involves cleavage at site 2 within ITS1, which
splits the transcript into the 30S intermediate, containing the
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mature 18S rRNA, and the 32S precursor to the mature 5.8S
and 28S rRNAs. Noticeably, the 30S species rapidly accumu-
lated in siRNA-treated cells and became enriched threefold
compared to control cells after 72 h of treatment (Fig. 7B and
C), suggesting that this intermediate is produced efficiently
from the 45S precursor but that its downstream maturation is
impaired. We propose from these observations that RRP36 is
not required for cleavage at site 2 within ITS1 but is important
FIG. 6. RRP36 accumulates in the nucleoli of HeLa cells. (A) Alignment of S. cerevisiae Rrp36p with homologous proteins in Arabidopsis
thaliana (NP_172725.2), Caenorhabditis elegans (NP_503179.1), Drosophila melanogaster (NP_650367.1), Mus musculus (NP_659106.1), and Homo
sapiens (NP_149103.1), identified using the NCBI BLAST program and aligned using ClustalW. Identical residues are indicated by red characters
and stars, strongly similar residues by green characters and double dots, and weakly similar residues by blue characters and single dots. The
horizontal solid black lines mark potential nuclear localization signals in the yeast and human sequences. (B) Nucleolar localization of RRP36 in
HeLa cells. An immunofluorescence experiment was performed using antifibrillarin antibodies and fixed HeLa cells electroporated with plasmid
pEGFP-RRP36. From left to right, images represent cells visualized by phase-contrast microscopy, DAPI staining (blue), EGFP-RRP36 signal
(green), and antifibrillarin signal (red); the rightmost three columns represent merged images. Scale bar, 10 m.
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for the processing of the 30S intermediate. This processing
consists of cleavage at site A0, which generates the 26S species,
followed by cleavage at site 1, producing the 21S pre-rRNA
and 18S-E intermediates, precursors to the 18S rRNA. The
accumulation levels of the 21S and 18S-E pre-rRNAs were
reduced by 60% and 40%, respectively, in siRNA-treated cells,
suggesting again that cleavages at sites A0 and A1 are impaired
in cells partially deprived of RRP36. In contrast, the processing
pathway generating the mature RNA components of the 60S
ribosomal subunit was not affected by siRNA treatment, since
the accumulation of the 5.8S and 28S rRNAs and their imme-
diate precursors (the 32S and 12S pre-rRNAs) remained un-
FIG. 7. Depletion of RRP36 mRNA in HeLa cells impairs early cleavages of the pre-rRNA. (A) Scheme of the pre-rRNA processing pathway
in HeLa cells. The positions of the oligonucleotide probes used to detect the pre-rRNAs analyzed in this study (d, e, and f) are shown on the initial
precursor; their sequences are described in Table S1 in the supplemental material. (B) Pre-rRNA processing defects in siRNA-treated HeLa cells.
Northern blot analysis of total RNAs extracted from HeLa cells treated () with siRNAs against RRP36 mRNA for 24, 48, or 72 h or left untreated
(). The different (pre-)rRNA species were detected using the specified oligonucleotide probes (Fig. 7A; also see Table S1 in the supplemental
material). The second and third hybridization panels from the top correspond to different exposures of the same hybridized RNAs. The values
shown below the 18S rRNA panel correspond to the 18S/28S ratios calculated from PhosphorImager quantifications of the signals corresponding
to each species in four experiments, with the value for control cells arbitrarily set to 1 (siRNA). (C) Quantification of the accumulation levels
of precursors to 18S rRNA in siRNA-treated and control cells. The accumulation of precursors to 18S rRNA in siRNA-treated cells and control
cells after 72 h of treatment (Fig. 7B [72 h, probe e]) was quantified from PhosphorImager data. The intensity profiles of the different maturation
intermediates in siRNA-treated cells (gray line) and control cells (black line) are depicted. The value given below each species designation
corresponds to the ratio of its accumulation levels in siRNA-treated cells (siRNA) to those in control cells (siRNA), after normalization to the
amount of 28S rRNA.
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changed (Fig. 7B). These results strongly suggest that RRP36
is specifically required for processing at sites A0 and A1 of the
pre-rRNAs in the maturation pathway leading to the 18S
rRNA. Depletion of a core component of the U3 snoRNP
(hU3-55K) or UTP proteins in HeLa cells has been shown to
induce the accumulation of a processing intermediate compris-
ing the 5ETS, 18S, ITS1, and 5.8S sequences (27). Consistent
with these results, such an intermediate accumulated to some
extent in siRNA-treated cells compared to control cells (see
Fig. S4B in the supplemental material). However, unlike Prieto
and McStay, we could also detect this precursor in untreated
cells. This discrepancy may be due to differences in growth
conditions or HeLa cells.
Our Northern blot analyses showed an only marginal de-
crease of the 18S-to-28S rRNA ratio in siRNA-treated cells
(see quantifications in Fig. 7B), probably because RRP36 de-
pletion is not severe enough and because the half-life of this
mature species is much longer than that of the various pro-
cessing intermediates. To get additional evidence that RRP36
is required for production of the 18S rRNA in HeLa cells, we
performed a pulse-chase analysis of neosynthesized RNAs in
siRNA-treated cells (Fig. 8). This experiment allowed us to
confirm the phenotypes observed by Northern blot analysis and
to show convincingly that the accumulation of the mature 18S
rRNA was significantly reduced after 60 and 90 min of chase in
siRNA-treated cells (lanes 11 and 12) compared to control
cells (lanes 5 and 6), whereas the production of the 28S rRNA
was not affected. Altogether, our results show that the function
of RRP36 in the production of the mature 18S rRNA has been
conserved from yeast to human cells.
DISCUSSION
The assembly and maturation of preribosomes mobilize a
plethora of trans-acting factors and snoRNPs associating tran-
siently with the preribosomal particles to promote their mat-
uration and the formation of translation-competent ribosomal
subunits. Although many components of early preribosomes
have been identified and partially characterized, the current
challenges in the field are (i) to establish an exhaustive list of
these components, (ii) to understand their precise function in
the maturation process and identify the substrate(s) of the
various enzyme activities, (iii) to understand how the preribo-
somal particles assemble and evolve, and (iv) to determine to
what extent the mechanisms elucidated in yeast are transpos-
able to human cells. We report here the characterization of the
RRP36 gene, encoding a novel nucleolar protein required for
early cleavages of the pre-rRNAs in the 40S ribosomal subunit
maturation pathway, in both yeast and mammalian cells. In
yeast cells, Rrp36p interacts physically with 90S preribosomal
particles and to a lesser extent with pre-40S particles. These
interactions appear weaker than those observed with other
components of the SSU processome such as Pwp2p (Fig. 2A)
and Utp6p (data not shown). However, the sedimentation pro-
file of Rrp36p on sucrose gradients shows that the protein was
not detected in the top fractions containing free proteins (Fig.
1B), suggesting that the interactions between Rrp36p and pre-
ribosomes are not transient, but rather labile, and are partially
lost during the immunoprecipitation procedure.
Upon RRP36 inactivation in yeast cells, we observed a sur-
prisingly rapid depletion of the mature 18S rRNA, the accu-
mulation of which began to decline as early as 1 h after the
nutritional shift (Fig. 3D). This rapid decrease in the accumu-
lation of the mature 18S rRNA is surprising given the relatively
long half-life of mature ribosomes, generally assumed to
largely exceed the generation time. Our results suggest that
depletion of Rrp36p induced a prompt and potent block in
early cleavages of the pre-rRNAs, rapidly abolishing the syn-
thesis of the mature 18S rRNA. Since, as shown in Fig. 3A,
cells undergoing Rrp36p depletion divide as WT cells up to 2 h
after the nutritional shift, mature ribosomes produced before
the block are very likely diluted during cell division, which may
explain the rapid depletion of the mature 18S rRNA.
Our results show that Rrp36p depletion does not prevent the
association of components of the tUTP/UTP-A, PWP2/
UTP-B, and UTP-C complexes and the U3, U14, and snR30
snoRNPs with the 90S preribosomes (Fig. 4, Fig. S2 in the
supplemental material, and data not shown), indicating that
these modules assemble independently from Rrp36p. On this
basis, we propose that Rrp36p is likely not a component of the
tUTP/UTP-A subcomplex, the incorporation of which is a pre-
requisite for the recruitment of most subsequent modules. Our
TAP data suggest that Rrp36p is preferentially associated with
the UTP-C subcomplex (Fig. 2C). However, the Pwp2p-con-
taining UTP-B module is necessary for the inclusion of Rrp36p
whereas the UTP-B and UTP-C modules have been suggested
to be recruited independently from each other (25). We pro-
pose that Rrp36p, although it may be preferentially associated
FIG. 8. Depletion of RRP36 mRNA in HeLa cells affects the pro-
duction of the mature 18S rRNA. Neosynthesized RNAs from HeLa
cells transfected with siRNAs targeting RRP36 mRNA (lanes 7 to 12)
or mock transfected (lanes 1 to 6) were pulse-labeled with L-methyl 3H
methionine 48 h posttransfection. Cells were subsequently rinsed to
remove radioactive methionine, incubated in regular DMEM, and
harvested at the indicated time points. The different (pre-)rRNA spe-
cies are indicated on the left.
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with the UTP-C complex within 90S preribosomes, is recruited
by a different mechanism than the one governing incorporation
of the UTP-C module. This hypothesis is further supported by
the observation that depletion of Rrp5p, required for the re-
cruitment of the UTP-C module (25), does not seem to prevent
Rrp36p recruitment, although it significantly modifies its sed-
imentation profile (Fig. 5A). Remarkably, the recruitment of
the U3 snoRNP displays the same requirements as that of
Rrp36p (it necessitates prior loading of the UTP-A and UTP-B
complexes but not Rrp5p), raising the possibility that Rrp36p
and the U3 snoRNP are recruited at a concomitant stage of the
assembly process.
Interestingly, the steady-state accumulation of Rrp36p was
strongly reduced in Utp17p- or Pwp2p-depleted cells (Fig. 5B),
suggesting either that the UTP-A and UTP-B complexes are
directly required for Rrp36p stability or that Rrp36p is rapidly
degraded under conditions preventing its recruitment into pre-
ribosomes. Our conclusion that the tUTP/UTP-A or PWP2/
UTP-B complexes are required for the assembly of Rrp36p
with preribosomes originates from the shift in sedimentation
and partial degradation of Rrp36p observed in the absence of
Utp17p or Pwp2p. Formally, we cannot exclude the possibility
that Rrp36p is properly incorporated into preribosomes in the
absence of Utp17p or Pwp2p but that the stalled, improperly
assembled particles are partially degraded and some of their
components released as free proteins and turned over. How-
ever, the sedimentation profiles of the 35S, 23S, and 20S pre-
rRNAs in cells lacking Utp17p or Pwp2p are similar to the
profiles observed in WT cells (Fig. 5A), and the stability of
Lcp5p is not affected (Fig. 5B), suggesting that the accumula-
tion of free Rrp36p proteins is not due to a global degradation
of the particles. In addition, the shift in Rrp36p sedimentation
induced upon Utp17p or Pwp2p depletion is not a general
consequence of defective assembly or maturation of the pre-
ribosomal particles, since it was not observed upon depletion
of Rrp5p.
In an effort to investigate the evolutionary conservation of
RRP36 function, we searched for homologous proteins in the
different kingdoms. We could not identify homologues in bac-
teria and archeae, but in contrast, all the eukaryotic genomes
we investigated contain at least one gene encoding a protein
homologous to yeast Rrp36p. The product of the human
RRP36 gene displays 21% identity and 44% similarity to the
yeast Rrp36p protein. This degree of homology is in the range
of what has been previously observed between several yeast
Utp proteins and their characterized human counterparts (27).
Our results strongly suggest that RRP36 is the orthologue of
yeast Rrp36p in human cells, since EGFP-RRP36 is a nucle-
olar protein and partial depletion of RRP36 mRNA affects
early processing steps of the pre-rRNA in the maturation path-
way leading to the 18S rRNA. Potential orthologues of several
components of the yeast 90S preribosomes in HeLa cells have
been identified and studied (13, 27, 35, 41). This suggests that
the fundamental mechanisms of preribosome assembly and
processing are globally conserved from yeast to mammals.
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SUPPLEMENTAL MATERIAL 
 
 
 
SUPPLEMENTAL MATERIALS AND METHODS 
 
Flow cytometry analyses. About 107 yeast cells growing exponentially were fixed with 70% 
ethanol during at least 15 min, collected by centrifugation and resuspended with 200 mM 
Tris-Cl pH 7.8. Cells were treated with 10 µg/ml RNase A (Sigma) overnight at 37°C, 
collected by centrifugation and resuspended with [200 mM Tris-Cl pH 7.5, 200 mM NaCl, 78 
mM MgCl2]. Aggregated cells were separated through 2 series (separated by incubation on 
ice) of 4 sonication pulses (Branson Sonifier 250, setting 2 out of 10, 50% output). Cells were 
collected by centrifugation and resuspended with 500 µl of [180 mM Tris-Cl pH 7.5, 190 mM 
NaCl, 70 mM MgCl2] supplemented with 55 µg/ml of propidium iodide (Sigma) to stain 
DNA. Twenty microliters of cell suspension were added to 1 ml of 50 mM Tris-Cl pH 7.8 and 
30,000 cells from each sample were analyzed with a FACSCalibur (Becton-Dickinson) flow 
cytometer and acquired with Cell Quest software (Becton-Dickinson, San José, CA, USA). To 
quantify the proportion of cells in the different phases of the cell cycle, the row cytometer 
data were converted to histograms using WinMDI 2.9 (The Scripps Research Institute, San 
Diego, CA, USA) and these histograms were quantified using Cylchred 1.0.2 software 
(School of medicine, Cardiff University, UK). 
 
RT-PCR analyses to evaluate the extent of RNAi-mediated RRP36 mRNA depletion. 
Five micrograms of total RNAs purified from cells treated or not with RRP36 siRNAs were 
incubated with Superscript II reverse transcriptase (Invitrogen) and random primers to 
generate cDNAs. Fragments of the RRP36 and GAPDH cDNAs were then amplified from 
these samples by semi-quantitative PCR using GoTaq DNA polymerase (Promega) and 
specific primers (OCB28/OCB29 for RRP36 and GAPDH Forward/GAPDH Reverse for 
GAPDH). Given that GAPDH cDNAs are more abundant than RRP36 cDNAs, PCRs were 
performed starting from different dilutions of the cDNA samples (1:10, 1:100 and 1:10,000) 
to get conditions of linear amplification specific for each cDNA. PCR products were run on 
polyacrylamide gels [12% acrylamide:bisacrylamide (19:1) in 1× TBE] which were 
subsequently stained with ethidium bromide. Signals were quantified using Image J software 
version 1.41 (NIH). 
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II. HCA66 est requise à la fois pour la duplication des 
centrioles et la synthèse des ribosomes chez l’humain 
Dans le but d’identifier de nouveaux facteurs impliqués à la fois dans la synthèse des 
ribosomes et la progression du cycle cellulaire, nous nous sommes intéressés à l’étude de la 
protéine humaine HCA66. Cette protéine a été caractérisée initialement comme un composant 
du matériel péri-centriolaire des centrosomes requis pour la duplication des centrioles et la 
ségrégation des chromosomes en mitose (Fant et al., 2009). Cependant, HCA66 est également 
présente dans les nucléoles des cellules U2OS, suggérant qu’elle pourrait être aussi impliquée 
dans la synthèse des ribosomes. Nous avons pu montrer que HCA66 co-sédimente avec des 
particules pré-ribosomiques sur des gradients de sucrose et est nécessaire à la synthèse de la 
petite sous-unité ribosomique dans les cellules HeLa. L’homologue de HCA66 chez la levure, 
Utp6p, est aussi requis pour la synthèse de la petite sous-unité ribosomique. En revanche, 
Utp6p n’est pas détectable au sein du “Spindle Pole Body” (SPB), équivalent fonctionnel du 
centrosome humain, et son absence n’induit pas de défaut de progression du cycle cellulaire 
caractéristique de problèmes de duplication du SPB. La double fonction de HCA66 ne semble 
donc pas conservée chez la levure. Dans les cellules HeLa, l’expression d’une version 
tronquée de HCA66 altérant la duplication des centrosomes n’affecte pas la synthèse des 
ribosomes suggérant que ces deux processus ne sont pas intimement connectés. 
Ces résultats ont permis de rédiger le manuscrit suivant qui n’est pas totalement 
finalisé et qui sera soumis prochainement pour publication : 
Chrystelle Bonnart, Marie Gérus, Laurence Haren, Xavier Fant, Michèle 
Caizergues-Ferrer, Yves Henry, Andreas Merdes and Anthony K. Henras. HCA66 
functions independently in ribosome synthesis and centrosome duplication in 
mammalian cells. 
 144 
HCA66 functions independently in ribosome synthesis and 
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ABSTRACT 
Ribosome production, one of the most energy-consuming biosynthetic activities in living 
cells, is adjusted to growth conditions and coordinated with the cell cycle. Connections 
between ribosome synthesis and cell cycle progression have been described but the 
underlying mechanisms remain only partially understood. The human HCA66 protein was 
recently characterized as a component of the centrosome, the major microtubule-organizing 
center (MTOC) in mammalian cells and was shown to be required for centriole duplication 
and assembly of the mitotic spindle. We show here that HCA66 also functions in nucleolar 
steps of the maturation of the 40S ribosomal subunit and therefore displays a dual function. 
Overexpression of a dominant negative version of HCA66, accumulating at the centrosome 
but absent from the nucleoli, alters centrosome function but has no effect on ribosome 
synthesis, suggesting that HCA66 acts independently in each process. In yeast, depletion of a 
spindle pole body component does not impair ribosome synthesis. Hence our results suggest 
that both in yeast and human cells, assembly of a functional MTOC and ribosome synthesis 
are not closely connected processes. 
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INTRODUCTION 
 
Early steps of ribosome synthesis in the nucleolus of eukaryotic cells begin with the 
transcription of the rDNA units by RNA polymerase I and the synthesis of a pre-ribosomal 
RNA (pre-rRNA) containing the sequences of three of the four mature rRNAs, the 18S, 5.8S 
and 25S/28S rRNAs separated by spacer regions. This nascent pre-rRNA assembles co-
transcriptionally with a subset of ribosomal proteins, with the fourth rRNA (5S) and with 
numerous small nucleolar ribonucleoprotein particles (snoRNPs) and trans-acting factors to 
generate the 90S pre-ribosomal particle or small subunit (SSU) processome. This early 
particle undergoes a complex maturation pathway during which the pre-rRNA is chemically 
modified at specific nucleotides, processed by endonucleolytic cleavages and exonucleolytic 
degradations and progressively assembled with ribosomal proteins. The resulting pre-
ribosomal particles progressively transit from the nucleolus towards the nucleoplasm and get 
exported through the nuclear pore complexes. The final maturation events occur in the 
cytoplasm and release the functional ribosomal subunits that assemble on mRNAs to perform 
protein synthesis (for recent reviews of the field see (Henras et al., 2008; Kressler et al., 2010; 
Panse and Johnson, 2010). 
Ribosome synthesis, one of the most energy-consuming processes in eukaryotic cells 
(Warner, 1999), is tightly adjusted to growth conditions and coordinated with cell cycle 
progression. Two main aspects of the connections between ribosome synthesis and the cell 
cycle have been described in the literature. The first is that both in yeast and mammalian cells, 
ribosome synthesis seems to be monitored during the G1 phase of the cell cycle by a 
surveillance mechanism ensuring that defects in this process inhibit passage through the G1/S 
transition. In yeast, depletion of factors required for ribosome biogenesis delays the G1/S 
transition (called “Start”) before it affects the steady-state accumulation of mature ribosomes 
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(Bernstein et al., 2007; Rosado et al., 2007) and this regulation seems to be mediated by 
Whi5p, a negative regulator of the Start transition (Bernstein et al., 2007). Similarly in mouse 
cells, inactivation of factors required for the synthesis of the large ribosomal subunit induces a 
p53-dependent cell cycle arrest in G1 (Grimm et al., 2006; Holzel et al., 2005; Iwanami et al., 
2008; Lapik et al., 2004; Pestov et al., 2001). In various human cell lines as well, inhibition of 
RNA polymerase I (for examples see (Bhat et al., 2004; Dai et al., 2004; Rubbi and Milner, 
2003; Yuan et al., 2005), or RNAi-mediated knockdown of genes encoding ribosomal 
proteins (Lindstrom and Nister, 2010; Lindstrom and Zhang, 2008; Llanos and Serrano, 2010; 
Sun et al., 2010) or ribosome assembly factors (Castle et al., 2010; Dai et al., 2008; Holzel et 
al., 2010; Ma and Pederson, 2007; McMahon et al., 2010; Peng et al., 2010; Wang et al., 
2007; Yu et al., 2010) elicit p53 accumulation and block cell cycle progression in G1. The 
current model proposes that under conditions of unproductive ribosome synthesis, several 
ribosomal proteins and assembly factors become less mobilized into the pre-ribosomal 
particles and accumulate as free proteins in the nucleoplasm where they inhibit the p53 
ubiquitin ligase Mdm2, which results in p53 stabilization and cell cycle arrest in G1 (for a 
recent review on this model see (Deisenroth and Zhang, 2010). 
The second aspect of the connections between ribosome synthesis and cell cycle 
progression is that several ribosome synthesis factors have been shown to be required for 
proper progression of mitosis in yeast and mammals. In yeast, conditional mutations in the 
genes encoding several factors required for the maturation of the large ribosomal subunit, 
such as Ebp2p (Ionescu et al., 2004), Rrb1p (Killian et al., 2004), Rrp14p (Oeffinger et al., 
2007) and Nop15p (Oeffinger and Tollervey, 2003), induce cell cycle arrests at different 
stages of mitosis. The mitosis defects observed in the absence of these factors are presumably 
not indirect consequences of impaired translation since the stages affected vary depending on 
the mutation and since the defects appear rapidly after transfer of the mutant cells to 
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restrictive conditions and therefore very probably precede the depletion of functional 
ribosomes (Killian et al., 2004; Oeffinger and Tollervey, 2003). In the case of Ebp2p in 
addition, the ribosome biogenesis function of the protein can be uncoupled from its function 
in mitosis by different mutations in the encoding gene (Ionescu et al., 2004), suggesting that 
Ebp2p carries out independent functions in these two processes. Another such example is the 
MRP ribonucleoprotein particle catalyzing the endonucleolytic cleavage of the pre-rRNA at 
site A3 and also required for proper exit from mitosis (Cai et al., 2002; Gill et al., 2006; Gill 
et al., 2004). In mammalian cells, nucleophosmin/B23 and nucleolin have been shown to be 
required for centrosome duplication and chromosome segregation in mitosis in addition to 
their role in ribosome biogenesis (Okuda et al., 2000; Ugrinova et al., 2007). Taken together, 
these data strongly suggest the existence of communications between ribosome synthesis and 
cell cycle progression but the exhaustive list of factors and the molecular mechanisms 
involved remain to be characterized. 
In addition to its role in the activation of apoptosis (Piddubnyak et al., 2007), the 
human HCA66 protein has recently been characterized as a component of the pericentriolar 
material required for the stability of the gamma-tubulin small complex (γ-TuSC) at the 
centrosome, the major microtubule-organizing centre (MTOC) in mammalian cells (Fant et 
al., 2009). Depletion of HCA66 inhibits centriole duplication and induces abnormal spindles 
in mitosis. Interestingly, HCA66 also localizes to the nucleoli in U2OS cells and we show 
here that HCA66 co-sediments with pre-ribosomal particles on density gradients and is 
required for early cleavages of the pre-ribosomal RNAs and the production of the mature 18S 
rRNA in HeLa cells. HCA66 is therefore a novel factor that functions both in ribosome 
synthesis and at the centrosome in human cells. The molecular function of HCA66 in 
ribosome synthesis is conserved in yeast since Utp6p, the homologue of HCA66 in S. 
cerevisiae, has been reported to be required for the synthesis of the 18S rRNA (Champion et 
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al., 2008; Dragon et al., 2002). However Utp6p is likely not required for the duplication of the 
MTOC in yeast cells. Alteration of the function of HCA66 at the centrosome by the 
overexpression of a dominant negative version of the protein does not inhibit the maturation 
of the pre-rRNAs, suggesting that the roles of HCA66 in these two processes are independent. 
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RESULTS 
 
HCA66 accumulates both at the centrosome and in the nucleoli of HeLa cells and 
co-sediments with pre-ribosomal particles on density gradients. As reported previously, 
HCA66 is associated with the centrosome specifically from S phase to mitosis in U2OS cells 
and is required for centriole duplication and the assembly of the microtubule spindle (Fant et 
al., 2009). Interestingly, HCA66 also accumulates in the nucleoli in interphase, suggesting 
that the protein may be required for ribosome biogenesis in addition to its function in 
centrosome duplication. To confirm and extend these observations, we investigated the sub-
cellular localization of HCA66 in HeLa cells. HeLa cells were transfected with a plasmid 
expressing HCA66 fused at the N-terminus with a variant of the green fluorescent protein 
(EGFP). As shown in Fig. 1A, although a fraction of EGFP-HCA66 co-localizes with γ-
tubulin at the centrosomes, the majority of the fluorescent signal is detected in HeLa cell 
nucleoli stained with anti-fibrillarin antibodies. Cell fractionation experiments confirmed 
these observations (Fig. 1B). Endogenous HCA66 is only detectable in the nuclear fraction 
and the vast majority of the protein is present in purified nucleoli. To determine the size of the 
molecular complexes containing HCA66, a HeLa cell nuclear extract was centrifuged through 
a sucrose gradient and the sedimentation profile of endogenous HCA66 was compared to that 
of different rRNA precursors (Fig. 1C). The relative abundance of the different pre-rRNAs in 
the input extract (I) as compared to a total RNA sample prepared using conventional methods 
(T) shows that the high molecular weight intermediates such as the 45S/45S’, 41S and 30S 
pre-rRNAs are less abundant in the nuclear extract as compared to the 21S and 18S-E pre-
rRNAs, presumably due to partial disruption or poor solubilization of some of the large 
particles containing these intermediates during extract preparation. The sedimentation profile 
of HCA66 shows that significant amounts of the protein are found in the top fractions of the 
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gradient. This observation suggests that part of HCA66 is engaged in small complexes or 
accumulates as free protein at steady state, or may reflect partial disruption of the HCA66-
containing complexes in the nuclear extract. HCA66 is also detected within the central region 
of the gradient containing various intermediates such as the 18S-E, 21S, 26S and 30S pre-
rRNAs. Interestingly, the protein reproducibly peaks slightly in fractions 8, 9 and 10 in which 
most of the 26S and 21S intermediates sediment. HCA66 is also detectable at lower but 
significant levels in the bottom fractions of the gradient (fractions 11 to 16) containing the 
45S/45S’ and 41S early intermediates, suggesting that HCA66 is a component of early pre-
ribosomal particles. Overall, the sedimentation profile of HCA66 is very similar to that of 
dyskerin, a component of box H/ACA small nucleolar RNPs involved in the early steps of the 
maturation of the pre-rRNAs (Lafontaine et al., 1998; Mochizuki et al., 2004). These results 
suggest that HCA66 is a component of various pre-ribosomal particles, including the earliest 
particles containing the 45S precursor, and may function in their maturation. 
 
HCA66 is required for early cleavages of the pre-ribosomal RNA in the 
processing pathway leading to the mature 18S rRNA. We next investigated whether 
RNAi-mediated depletion of HCA66 in HeLa cells perturbs the pre-rRNA processing 
pathway. HeLa cells were transfected with or without siRNAs targeting the coding region of 
HCA66 mRNA and were harvested after 24, 48 and 72 hours of treatment. We observed a 
significant decrease in the accumulation levels of endogenous HCA66 in siRNA-treated cells 
as compared to control cells, visible as soon as 24 hours post-electroporation and persisting 
up to 72 hours (Fig. 2A). To study the effect of HCA66 knockdown on the pre-rRNA 
processing pathway (depicted in Fig. 2B), we assessed the accumulation levels of precursor 
and mature rRNAs of the 40S and 60S pathways by Northern blot using different 
oligonucleotide probes (Fig. 2C). These analyses revealed that the initial 45S transcript 
 152 
accumulated at higher levels in siRNA-treated cells compared to control cells, as did the 45S’ 
pre-rRNA which derives from the 45S species following cleavages at sites 01 and 02 in the 5’ 
ETS and 3’ ETS, respectively. These data suggested that the 45S and 45S’ intermediates are 
produced efficiently when the expression of HCA66 is reduced but that their maturation is 
partially inhibited. The maturation of the 45S’ pre-rRNA following pathway A consists in 
cleavages at sites A0 and 1 in the 5’ETS, generating the 43S and 41S intermediates. 
Accumulation of the 43S (see below Fig. 3) and 41S (Fig. 2C) species appeared significantly 
reduced in siRNA-treated cells indicating that HCA66 is required for efficient removal of the 
5’ETS following cleavage at site 01. In contrast, the synthesis of the 30S and 32S 
intermediates resulting from the cleavage of the 45S’ precursor at site 2 within ITS1 (pathway 
B) was not inhibited in siRNA-treated cells and the accumulation levels of the 30S species 
was even significantly increased. This profile suggested that HCA66 is not required for 
cleavage at site 2 but appears important for the maturation of the 30S intermediate. This 
maturation initially consists in the removal of the 5’ETS through cleavages at sites A0 and 1, 
generating the 26S and 21S precursors respectively. The accumulation levels of both species 
were significantly reduced in siRNA-treated cells, confirming that HCA66 is required for 
these processing events. As a consequence, production of the 18S-E intermediate and its 
direct processing product, the mature 18S rRNA was affected, whereas the synthesis of the 
mature 28S rRNA remained unchanged. 
The pre-rRNA processing defects resulting from HCA66 knockdown were further 
analyzed using pulse-chase experiments (Fig. 3). Comparison of the pre-rRNA processing 
profiles in siRNA-treated and control cells confirmed a significant delay in the maturation of 
the 45S and 45S’ early precursors as well as the 30S pre-rRNA, and defects in the production 
of all the species resulting from cleavages at sites A0 and 1 within the 5’ETS, namely the 43S, 
41S and 21S intermediates. As a consequence, synthesis of the 18S-E pre-rRNA and the 
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mature 18S rRNA was delayed whereas in contrast, synthesis of the 32S intermediate and the 
mature 28S rRNA remained unchanged. Altogether, these data strongly suggest that HCA66 
functions in the processing events leading to the elimination of the 5’ETS spacer of the pre-
rRNA following early cleavage at site 01 in the maturation pathway leading to the production 
of the 18S rRNA and the 40S ribosomal subunit. HCA66 therefore functions both in ribosome 
biogenesis and at the centrosome in HeLa cells.  
 
The centrosomal function of HCA66 is likely not conserved in the unicellular 
eukaryotes S. cerevisiae and S. pombe. We next studied whether the dual function of 
HCA66 is specific to human cells or widespread in eukaryotes. In the yeast S. cerevisiae, the 
protein displaying the highest homology with HCA66 (17% identity, 30% similarity) is 
Utp6p, a component of the SSU processome shown previously to be required for the 
production of the mature 18S rRNA (Dragon et al., 2002). The function of HCA66/Utp6p in 
the synthesis of the small ribosomal subunit is therefore conserved in human and yeast cells 
and we investigated whether, like HCA66, Utp6p also accumulates at the Spindle Pole Body 
(SPB), the functional equivalent of the centrosome in yeast cells. To compare the sub-cellular 
localization of Utp6p to that of a bona fide component of the SPB, we expressed a 3HA-
tagged version of Utp6p in a strain expressing GFP-tagged Spc97p, a protein component of 
the yeast gamma-tubulin small complex (Knop et al., 1997) (Fig. 4A). Consistent with 
previous observations (Dragon et al., 2002), the immuno-fluorescent signal corresponding to 
Utp6p-3HA stained the nucleolus but could not be detected at the SPB, visualized as the dot-
like structure containing Spc97p-GFP, even after long exposure times.  
In human cells, γ-tubulin is a major component of the pericentriolar material and it is 
found in two main complexes: the γ-tubulin small complex (γ-TuSC), also containing the 
GCP2 and GCP3 proteins, and the γ-tubulin Ring complex (γ-TuRC) resulting from the 
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association between several γ-TuSCs and additional proteins such as GCP4, GCP5 and GCP6 
(Raynaud-Messina and Merdes, 2007). Interestingly, proteins homologous to GCP4, GCP5 
and GCP6 are expressed in the fission yeast S. pombe (Gfh1, Mod21 and Alp16, respectively) 
but not in S. cerevisiae. Because the composition of the SPB in S. pombe shares more 
components with the human centrosome as compared to the budding yeast SPB, we next 
undertook a localization study of the homologue of HCA66 in fission yeast. The 
uncharacterized SPBC244.02c S. pombe gene encodes a protein (referred to as SpUtp6 
afterwards) displaying the highest homology with HCA66, i.e. 18% identity and 34% 
similarity. We constructed a vector in which the SPBC244.02c open reading frame (ORF) is 
fused to a sequence encoding the mCherry fluorescent moiety and placed under the control of 
the thiamin-repressible promoter. This construct was transformed into a S. pombe strain 
expressing Cdc11, a SPB marker, fused to the GFP. Fluorescence microscopy revealed that, 
as in budding yeast, the homologue of HCA66 in S. pombe cells accumulates exclusively in 
the nucleolus and is not detectable at the SPB containing Cdc11-GFP (Fig.4B). In conclusion, 
our results suggest that in the unicellular eukaryotes S. cerevisiae and S. pombe, the 
homologues of HCA66 do not accumulate at the MTOC. We cannot formally exclude 
however that the proteins are present in these structures at levels below the detection limits of 
our approach or that the tagged proteins are not fully functional. 
The inactivation of factors required for ribosome biogenesis has been shown to delay 
the G1/S transition of the cell cycle and to result in the accumulation of cells in G1 (Bernstein 
et al., 2007). In contrast, although SPB duplication occurs during the G1 phase of the cell 
cycle, defects in this process in S. cerevisiae are not detected until mitosis, when cells need to 
set up a bipolar mitotic spindle in order to segregate DNA (Chial and Winey, 1999; Jaspersen 
and Winey, 2004). Such defects result in the formation of aberrant monopolar spindles during 
mitosis, which activate the spindle assembly checkpoint and induce a transient cell cycle 
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arrest in mitosis. To further investigate whether Utp6p only functions in ribosome synthesis in 
yeast cells or is also required for proper progression through mitosis, we compared the 
consequences of Utp6p or Spc97p depletion on cell cycle progression and ribosome synthesis. 
Yeast strains conditionally expressing 3HA-tagged versions of Utp6p or Spc97p from the 
GAL1 promoter were shifted from a galactose- to a glucose-containing medium to deplete the 
corresponding proteins. Cell samples were harvested before and at different times after the 
shift and processed for Western blot analyses, to assess the depletion of the 3HA-tagged 
proteins (Fig. 5A) and Fluorescent Activated Cell Sorting (FACS), to analyze the proportion 
of cells in the different phases of the cell cycle (Fig. 5B). Consistent with the function of 
Spc97p at the SPB, FACS analyses revealed that cells undergoing Spc97p depletion rapidly 
accumulated in the G2/M phase of the cell cycle. The proportion of cells in G2/M phase was 
indeed higher in the GAL::3HA::SPC97 strains as early as 30 minutes following the 
nutritional shift and increased progressively over the depletion time while the G1 peak 
disappeared. From 4 hours and afterwards, we observed an increase in the amount of cells 
with aberrant DNA contents and the appearance of a sub-G1 peak associated with cell death. 
In sharp contrast, cells undergoing Utp6p depletion displayed a cell cycle profile that 
remained fully comparable to that of the WT cells up to 4 hours following the nutritional 
shift. From 4 hours and afterwards, the GAL::3HA::UTP6 strain displayed a significant 
accumulation of cells in G1 while the G2/M peak decreased as compared to control cells. 
Therefore, the cell cycle profiles observed in cells undergoing Utp6p depletion are clearly 
distinct from that observed in cells deprived of Spc97p and are not consistent with a direct 
function of Utp6p in SPB duplication and chromosome segregation. 
Since Utp6p is required for ribosome synthesis and because we suspected that 
depletion of factors required for SPB duplication and chromosome segregation could impact 
on ribosome biogenesis, we analyzed by Northern blot the pre-rRNA processing pathway in 
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cells undergoing Utp6p or Spc97p depletion (Fig. 5C). Consistent with published results 
(Champion et al., 2008), we observed that transcriptional repression of UTP6 induces rapid 
defects in the maturation of the pre-rRNAs, which appear as early as 30 min following the 
nutritional shift. These defects are characterized by the accumulation of the 35S pre-rRNA 
and depletion of the 33S/32S, 27SA2 and 20S intermediates resulting from early cleavages of 
the 35S transcript at sites A0, A1 and A2, and they lead to a rapid depletion of the mature 18S 
rRNA. These defects in ribosome synthesis probably inhibit cell growth during the G1 phase 
of the cell cycle, delay the G1/S transition and result in the accumulation of cells in G1 as 
observed in Fig. 5B. In contrast depletion of Spc97p did not immediately affect ribosome 
synthesis since the pre-rRNA maturation pathway remained comparable to that of the wild-
type cells up to 4 hours following the nutritional shift. Since the transient G2/M cell cycle 
arrest was detectable as early as 30 min after transfer of the GAL::3HA::SPC97 strains to the 
glucose-containing medium, these results suggested that activation of the spindle assembly 
checkpoint does not impinge on ribosome biogenesis. However, from 4 hours following the 
nutritional shift and afterwards, the GAL::3HA::SPC97 strain displayed significant defects in 
ribosome biogenesis, characterized by a faint accumulation of the 35S pre-rRNA and a 
depletion of all tested pre-rRNAs of the pre-40S and the pre-60S pathways. These data 
suggested that ribosome biogenesis is ultimately inhibited and the pre-ribosomal particles 
partially degraded in the aberrant cells undergoing Spc97p depletion. 
Altogether, these results showed that Utp6p depletion in yeast cells induces rapid 
defects in early steps of ribosome synthesis and results in a cell cycle arrest in G1. However, 
Utp6p is not detectable at the SPB and depletion of the protein does not induce mitotic arrest, 
suggesting that Utp6p is not required for mitosis.  
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The molecular function of HCA66/Utp6p in ribosome synthesis is conserved in 
yeast and mammals. Yeast Utp6p contains three “half a tetratricopeptide” (HAT) repeats 
(Champion et al., 2009; Preker and Keller, 1998) proposed to define a protein-protein 
interaction platform mediating the interaction with Utp21p, another component of the UTP-B 
module of the SSU processome (Champion et al., 2008). Substitution of a single amino acid 
(alanine 99) within the first HAT repeat of Utp6p affects pre-rRNA processing in yeast cells. 
This modification does not seem to prevent the incorporation of Utp6p into early pre-
ribosomal particles but disrupts the interaction between Utp6p and Utp21p (Champion et al., 
2008). In addition, substitutions of other residues within the three HAT repeats (K102, D106, 
H140, E156 and R173), which are conserved among Utp6p orthologs, induce a cryosensitive 
phenotype suggesting that these residues are important for Utp6p function (Champion et al., 
2009). HCA66 contains seven HAT repeats and sequence comparison showed that the N-
terminal region and the first 3 HAT repeats of HCA66 display the highest homology to Utp6p 
(Supplementary Fig. 1), suggesting that this part of the protein is important for ribosome 
synthesis in human cells. We next undertook a mutational analysis in HeLa cells to determine 
to what extent the molecular functions of HCA66 in ribosome synthesis is similar to that of 
Utp6p in yeast. We constructed vectors allowing expression of several modified versions of 
EGFP-tagged HCA66 featuring, within the first 3 HAT repeats of the protein, substitutions of 
specific amino acids homologous to the aforementioned residues of Utp6p important for 
function in ribosome synthesis (Fig. 6A). We transfected these constructs into HeLa cells and 
showed that the corresponding modified proteins accumulate at similar levels as the wild-type 
protein (Supplementary Fig. 2A) and localize to the nucleoli (Supplementary Fig. 2B). To 
assess the functionality of these modified versions of HCA66 in ribosome synthesis, the 
constructs were transfected into HeLa cells together with siRNAs targeting the 3’UTR of the 
endogenous HCA66 mRNA. Such siRNAs are not complementary to the transcripts encoding 
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the modified versions of HCA66 (bearing a different 3’UTR) and therefore do not affect their 
stability. After 48 hours of treatment, HeLa cells were harvested and we determined by 
Northern blot whether the altered versions of HCA66 rescue the pre-rRNA processing defects 
(quantified by calculating the 18S-E/30S ratio from PhosphorImager signals) resulting from 
depletion of the endogenous protein (Fig. 6B). Cells transfected with siRNAs alone (lane 2) or 
co-transfected with siRNAs and the vector encoding EGFP only (lane 3) displayed a strong 
decrease in the 18S-E/30S ratio (by about 70%) in comparison with control cells (lane 1). In 
contrast, co-transfection of siRNAs with wild-type HCA66 fused to the EGFP (lane 4), tended 
to restore an 18S-E/30S ratio comparable to that observed in control cells, indicating that 
EGFP-HCA66 is functional and validating our experimental approach. Interestingly, 
expression of the EGFP-HCA66A99E protein (lane 5) did not compensate for the absence of 
the endogenous protein nor did the expression of a modified version of HCA66 bearing 
substitutions of both lysine 102 and aspartic acid 106 to alanines (lane 9). We conclude that 
these residues within the first HAT repeat of HCA66 are crucial for the function of the protein 
in ribosome synthesis, similarly to the results obtained with Utp6p in yeast (Champion et al., 
2009; Champion et al., 2008). Expression of altered HCA66 proteins bearing amino acid 
substitutions within the second (H137A, lane 6) and third (E153A, lane 7) HAT motifs of 
HCA66 only partially alleviated the processing defects induced by the siRNA treatment, 
suggesting that these modifications affect to some extent the function of the protein. 
Substitution of arginine 170 within the third HAT domain (lane 8) did not affect the function 
of HCA66 in the processing of the pre-rRNAs. These data show that some residues of the 
HAT repeats of Utp6p important for pre-rRNA processing in yeast turn out to be required for 
the function of HCA66, indicating that some molecular mechanisms underlying the function 
of the protein in ribosome synthesis are conserved in yeast and mammals. Since the 
interaction between Utp6p and Utp21p in yeast has been suggested to be important for pre-
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rRNA processing (Champion et al., 2008), we next determined whether, similarly to Utp6p, 
HCA66 also displays functional connections with UTP21. To address this question, we 
investigated the consequences of HCA66 depletion on UTP21 sub-cellular localization. HeLa 
cells were treated with siRNAs targeting the ORF region of HCA66 mRNA and the 
localization of UTP21 was assessed by immuno-fluorescence microscopy using antibodies 
detecting UTP21 or fibrillarin as a control. As shown in Fig. 6C, the nucleolar signal detected 
with the anti-UTP21 antibodies in control cells (first row) disappeared upon siRNA treatment 
and a correlated increase in the nucleoplasmic staining was observed (second row). This 
effect seems to be specific for UTP21 since the nucleolar localization of fibrillarin is much 
less obviously altered in siRNA-treated cells as compared to control cells (compare the third 
and fourth rows).  These results suggest that the nucleolar localization of UTP21 is 
compromised in HeLa cells lacking HCA66, consistent with the direct interaction observed 
between Utp6p and Utp21p in yeast cells.   
 
HCA66 functions independently in ribosome biogenesis and at the centrosome in 
HeLa cells. The two functions of HCA66 in ribosome synthesis and centrosome duplication 
may allow a connection between these two processes or alternatively may be independent. We 
next investigated whether centrosome duplication and ribosome synthesis are interconnected 
processes in HeLa cells and whether the specific alteration of the centrosomal function of 
HCA66 has repercussions on ribosome synthesis. For this analysis, we took advantage of a 
previously described truncated form of HCA66, corresponding to the first 86 amino acids of 
the protein. When overexpressed in U2OS cells in fusion with the EGFP, this protein (EGFP-
HCA661-86) accumulates only at the centrosome and induces centrosomal defects in a 
dominant negative manner (Fant et al., 2009). We expressed EGFP-HCA661-86 in HeLa cells 
to perturb centrosome function and determined the consequences on ribosome biogenesis. The 
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cell cycle profile of HeLa cells expressing EGFP-HCA661-86 48 hours post-transfection 
displayed a prominent “sub-G1” peak, corresponding to cells containing less than one DNA 
content (Fig. 7A). In addition, we noticed that cultures of cells expressing EGFP-HCA661-86 
contained a higher proportion of trypan blue-positive cells, indicative of increased cell death 
(Fig. 7B). This phenotype seems to result at least in part from apoptosis as suggested by the 
presence of fragmented genomic DNA in cells expressing EGFP-HCA661-86 as compared to 
control cells (Fig. 7C). These data suggest that perturbing centrosome function in HeLa cells 
through the over-expression of EGFP-HCA661-86 results in cell death by apoptosis. To 
analyze the consequences of these centrosome-associated defects on the early stages of 
ribosome biogenesis, RNAs were extracted from HeLa cells expressing EGFP, EGFP-
HCA66, EGFP-HCA661-86 or mock-transfected cells for Northern blot analyses. As presented 
in Fig. 7D, the pre-rRNA processing profile in cells expressing EGFP-HCA661-86 was fully 
comparable to that observed in control cells even 72 hours after electroporation. The slight 
decrease in the accumulation levels of all the pre-rRNA intermediates observed 24 hours after 
electroporation is likely to be due to the high number of dead cells at this time point (nearly 
70%). Despite the fact that cell death was still high in cells expressing EGFP-HCA661-86 
(50%) as compared to control cells (10%) 48 and 72 hours after transfection, the early 
45S/45S’ precursors and the downstream intermediates accumulated at similar levels, 
indicating that neither rDNA transcription nor pre-rRNA processing are inhibited in these 
cells. We concluded from these observations that altering the centrosomal function through 
the over-expression of a dominant negative version of HCA66 does not inhibit ribosome 
synthesis suggesting that these two processes are not intimately connected and that the 
functions of HCA66 in these two processes are not interdependent.  
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DISCUSSION 
HCA66 was initially characterized as a component of the centrosome and was shown 
to be required for centriole duplication and the establishment of a bipolar spindle ensuring 
proper chromosome segregation during mitosis (Fant et al., 2009). In addition, HCA66 
accumulates prominently in the nucleoli of human cells and our results showed that this 
localization reflects a function in ribosome biogenesis. Part of the HCA66 protein co-
sediments with the 45S primary transcript within high molecular weight complexes on density 
gradients, suggesting that HCA66 is recruited within early pre-ribosomes and remains 
associated with different intermediate particles. RNAi-mediated depletion of HCA66 in 
human cells impairs the removal of the 5’ETS of the pre-ribosomal RNAs and the production 
of the mature 18S rRNA, indicating that HCA66 is required for the synthesis of the 40S 
ribosomal subunits. In mammalian cells, HCA66 therefore displays a dual function in 
centriole duplication and ribosome biogenesis. Interestingly, the protein B23/nucleophosmin 
(NPM) is another example of factors accumulating both at the centrosome and in the nucleoli 
and shown to be involved in both centriole duplication and ribosome synthesis in mammalian 
cells (Okuda et al., 2000). In the nucleoli, B23/NPM has been suggested to function as an 
endoribonuclease in the processing of the pre-rRNA within ITS2 and to be required for the 
synthesis of the large ribosomal subunit (Savkur and Olson, 1998). The cell cycle-dependent 
centrosome association of B23/NPM is somewhat different from that of HCA66 since HCA66 
is detected at the centrosome from the beginning of S phase, when centrosome duplication 
occurs, to the end of mitosis (Fant et al., 2009), whereas B23/NPM seems to dissociate from 
the centrosome during G1 phase and to re-associate with the mitotic poles during mitosis 
(Okuda et al., 2000). The dissociation of B23/NPM from the centrosome during the G1 phase 
is required for centriole duplication to occur (Okuda et al., 2000). Therefore, whereas HCA66 
is required for centriole duplication, B23/NPM seems to have an antagonistic function on this 
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process. It has been proposed that B23/NPM provides a licensing system ensuring the 
coordination of centrosome duplication with DNA replication at the beginning of S phase, and 
that centrosome duplication occurs only once during the cell cycle (Okuda et al., 2000). 
The function of HCA66 in ribosome synthesis is conserved in eukaryotes since Utp6p, 
the homologous protein in the budding yeast S. cerevisiae, is also a component of early pre-
ribosomal particles required for early cleavages of the pre-rRNAs and the production of the 
40S ribosomal subunit (Champion et al., 2008; Dragon et al., 2002). A truncated version of 
Utp6p encompassing the N-terminal domain and the 3 HAT repeats of the protein is sufficient 
to support ribosome biogenesis and cell viability under physiological conditions, indicating 
that this minimal protein retains all the biochemical properties relevant to the function in 
ribosome synthesis (Champion et al., 2008). The N-terminal and HAT domains of Utp6p have 
been suggested to mediate physical interactions with Utp18p and Utp21p, respectively, two 
other components of the UTP-B module of the 90S pre-ribosomal particle (Champion et al., 
2008). In addition, a mutation resulting in the substitution of residue G99 of the first HAT 
repeat of Utp6p disrupts the interaction with Utp21p but does not prevent the incorporation of 
the modified Utp6p protein into pre-ribosomes (Champion et al., 2008). Interestingly, we 
showed that several amino acid substitutions within the first HAT repeat of HCA66, in 
particular substitution of the A99 residue, are deleterious to pre-rRNA processing, indicating 
that these residues are important for the nucleolar function of HCA66 in human cells. We 
showed in addition that partial depletion of HCA66 in HeLa cells interferes with the nucleolar 
accumulation of UTP21. These data suggest that incorporation of UTP21 within nascent pre-
ribosomal particles requires the activity of HCA66 in mammalian cells. In yeast cells, Utp6p 
and Utp21p have been proposed to be incorporated simultaneously within nascent pre-
ribosomal particles as part of the UTP-B pre-formed module (Perez-Fernandez et al., 2007). 
We propose that probably both in yeast and mammals, the presence of HCA66/Utp6p is 
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important for the stable association of UTP21/Utp21p with the UTP-B module. Altogether, 
these results show that at least some aspects of the precise molecular function of 
Utp6p/HCA66 in ribosome synthesis are conserved in yeast and mammals. However, 
expression of HCA66 in yeast cells lacking Utp6p does not restore cell viability and HCA66 
is not incorporated into yeast pre-ribosomes in these conditions as assessed by 
immunoprecipitation experiments (data not shown). 
The function of HCA66 in centriole duplication does not seem to be conserved in at 
least a subset of unicellular eukaryotes. Indeed, Utp6p is not detectable at the SPB in S. 
cerevisiae cells nor is the homologue of HCA66 in S. pombe. In addition, transcriptional 
repression of UTP6 in budding yeast does not result in a G2/M cell cycle arrest as observed in 
cells undergoing depletion of bona fide components of the SPB. Given that in contrast, the 
function of the protein in ribosome synthesis is conserved from yeast to mammals, it is 
tempting to speculate that the MTOC-related function of the protein appeared during 
evolution as a gain of function in an ancestral factor involved in ribosome synthesis. Since the 
HAT repeats of Utp6p have been suggested to mediate protein-protein interactions, this 
biochemical property of the protein may have been mobilized during evolution to fulfill other 
functions in addition to the assembly of the pre-ribosomal particle. Alternatively, we cannot 
exclude that HCA66 derives from an ancestral protein displaying a dual function in ribosome 
synthesis and MTOC duplication, and that this latter function has been lost during evolution 
in some unicellular eukaryotes. Consistently, gamma-tubulin complexes in budding yeast only 
assemble in a small form, from the three proteins gamma-tubulin, Spc97p, and Spc98p, 
whereas the assembly and spindle recruitment of gamma-tubulin complexes in most other 
eukaryotes involves a multitude of accessory proteins. HCA66 in humans may therefore exert 
a function in regulating gamma-tubulin complex components by interacting with one of these 
accessory proteins (Fant et al., 2009). It would be interesting to study the functions of the 
 164 
homologues of HCA66 in various other eukaryotic organisms to determine whether it has a 
conserved role at the centrosome and in gamma-tubulin regulation. 
When expressed in U2OS cells, a truncated version of HCA66 consisting of the first 
86 amino acids of the protein fused to the EGFP (EGFP-HCA661-86) accumulates exclusively 
at the centrosome and perturbs its function (Fant et al., 2009). Our results show that in HeLa 
cells, the expression of this truncated protein, which also appears restricted to the centrosome 
(data not shown), induces deleterious effects and results in apoptosis and cell death. 
Surprisingly, despite these phenotypes, the pre-rRNA maturation profile remains normal. 
These results show that altering specifically the centrosomal function of HCA66 does not 
impair ribosome biogenesis, suggesting that the protein functions independently in the two 
processes. More generally, our results suggest that defects in centrosome duplication do not 
have a major impact on ribosome synthesis and hence that these two essential cellular 
processes are not intimately connected in HeLa cells. Interestingly, such a conclusion can also 
be drawn from our results obtained in yeast cells. Indeed, depletion of the SPB protein Spc97p 
in yeast cells induces a rapid cell cycle arrest in the G2/M phase, most likely reflecting the 
activation of the spindle assembly checkpoint. Our Northern blot data show that when this cell 
cycle arrest occurs, the synthesis and maturation of the 35S pre-rRNA proceed unabated. 
Therefore, defects in SPB duplication and activation of the spindle assembly checkpoint in 
yeast cells do not impair ribosome synthesis. However, long-term depletion of SPB 
components ultimately results in the appearance of aberrant cells in which significant defects 
in ribosome synthesis are observed. We conclude that both in yeast and HeLa cells, there is no 
obvious communication between centrosome function and ribosome synthesis.  
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MATERIALS AND METHODS 
 
Plasmid constructions 
Plasmid pEGFP-HCA66 was described in (Fant et al., 2009). Construction of the other 
pEGFP-HCA66 derivatives and the pRWP-SpUtp6-mCherry plasmid is described in 
Supplementary Materials and Methods. 
 
HeLa cell culture and transfections 
HeLa cells were grown in DMEM supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco), 1 mM 
sodium pyruvate (Gibco), 10 U/ml penicillin and 10 µg/ml streptomycin (Gibco) at 37°C with 
5% CO2. For single transfections, 1.107 HeLa cells were electro-transformed with 10 µg of 
plasmid DNA or 1 pmol of siRNA duplex in 200 µl Opti-MEM (Gibco) using a Bio-Rad 
Gene Pulser apparatus (250V, 950 µF). For co-transfection experiments, 1.107 HeLa cells 
were electro-transformed with 10 µg of plasmid DNA and 1 nmol of siRNA duplex in 200 µl 
Opti-MEM (Gibco) as described above. Depending on the experiments, cells were 
subsequently plated either on three 10 cm-dishes and incubated for 24, 48 and 72 hours, on 14 
cm-dishes for single time point experiments (48 hours), or on 6-well plates containing 
microscope cover glasses for immunofluorescence microscopy. 
 
Yeast strains and media 
Constructions of the strains used in this study are described in Supplementary Materials and 
Methods. All S. cerevisiae strains were derivatives of strain BY4741, originating from the 
S288C background (MATa his3∆1 leu2∆0 met15∆0 ura3∆0). These strains were grown in YP 
medium (1% yeast extract, 1% peptone, Becton-Dickinson) supplemented with 2% galactose 
or 2% glucose as the carbon source (rich medium). The S. pombe strains were grown either in 
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YES medium supplemented with 2% glucose and amino acids at 225 mg/l (rich medium) or in 
MM medium supplemented with 2% glucose and the required amino acids (minimal 
medium). 
 
Protein extractions and Western blot analyses  
Protein extractions from total HeLa cells (Fig.2 and Fig. S2), from HeLa cell subcellular 
fractions (Fig. 1B) or from sucrose gradient fractions (Fig.1C) were performed as described in 
Supplementary Materials and Methods. Total protein extractions from yeast cells (Fig. 5A) 
were performed as described in (Gerus et al., 2010). The resulting proteins were analyzed by 
Western blot using the following primary antibodies: rabbit polyclonal (RP) anti-HCA66 
(Fant et al., 2009) diluted to 1:400, mouse monoclonal (MM) anti-HDAC2 (clone 3F3, Santa 
Cruz Biotechnology) diluted to 1:1000, RP anti-nucleolin (kindly provided by P. Bouvet, 
ENS, Lyon) diluted to 1:750, RP anti-dyskerin (Hoareau-Aveilla et al., 2006) diluted to 
1:1500, MM anti-actin (clone C4, Millipore) diluted to 1:10,000, RP anti-GFP (kindly 
provided by M. Faubladier and P.E. Gleizes) diluted to 1:5000, RP anti-Nhp2p diluted to 
1:5000. Membranes were subsequently incubated with the relevant HRP-conjugated 
secondary antibodies diluted to 1:10,000. Detection of 3HA-tagged proteins in Fig. 5A was 
performed using HRP-conjugated anti-HA antibodies (clone 3F10; Roche) diluted to 1:1000. 
Final detections were achieved using regular enhanced chemoluminescence (ECL) Western 
blotting detection reagents (GE Healthcare). 
 
RNA interference 
The siRNA duplex targeting the ORF region of HCA66 mRNA was previously described in 
(Fant et al., 2009). The siRNA duplex targeting the 3’UTR of HCA66 mRNA (OCB-
si#1sense and OCB-si#1antisense) are described in Supplementary Table I. Electro-
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transformations were carried out as detailed in (Gerus et al., 2010) using 200 µl of cells 
suspensions (5.107 cells/ml) and 10 µl of siRNA solutions (100 µM). 
 
RNA extractions and Northern blot experiments 
Extractions of total RNAs from HeLa cells (Fig. 2, Fig. 3, Fig. 6 and Fig. 7) and yeast cells 
(Fig. 5) were performed as described in (Gerus et al., 2010). Extractions of RNAs from the 
sucrose gradient fractions (Fig. 1C) were performed using Trizol Reagent (Invitrogen). 
Northern blot analyses were performed as described in (Gerus et al., 2010). The sequences of 
the probes used to detect the different RNA species are detailed in Supplementary Table I. 
 
Pulse Chase analysis  
HeLa cells were electro-transformed with a siRNA duplex targeting the ORF region of 
HCA66 mRNA as described in the “RNA interference” section. Cells were then grown on 12-
well plates for 48 hours. The pulse chase experiment was adapted from (Pestov et al., 2008) 
and has been described in detail in (Gerus et al., 2010). 
 
HeLa cell fractionations  
Nuclear and nucleolar extracts were obtained as described in Supplementary Materials and 
Methods. The proportions of the different fractions analyzed by Western-blot in Fig. 1B were 
as follows: total extract (1:3000); cytoplasmic fraction (1:1000); nuclear fraction (1:500); 
nucleoplasmic fraction (1:500); nucleolar soluble fraction (1:40); nucleolar insoluble fraction 
(1:40). 
 
Sedimentations on sucrose gradients 
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A nuclear extract prepared from 3.5 x 108 cells as described in Supplementary Materials and 
Methods was loaded on three 10% to 30% sucrose gradients prepared with a Gradient Master 
former (BioComp Instruments) according to (Pestov et al., 2008). Gradients were centrifuged 
at 160 000 g for 3h at 4°C in a SW41 rotor (Optima L100XP ultracentrifuge, Beckman 
Coulter). Fractions were collected using a Foxy Jr. gradient collector (Teledyne Isco) and the 
absorbance at 254 nm was measured during collection with a UA-6 device (Teledyne Isco). 
 
Fluorescence and immunofluorescence microscopy 
HeLa cells analyzed by fluorescence and immunofluorescence (IF) microscopy were 
processed as detailed in Supplementary Materials and Methods. Detection of fibrillarin and γ-
tubulin in HeLa cells was performed using mouse monoclonal anti-fibrillarin antibodies 
(clone 72B9) diluted to 1:200 or anti-γ-tubulin antibodies (clone GTU-88, SIGMA) diluted to 
1:500 monoclonal antibodies and TRITC-conjugated anti-mouse antibodies (Dako) diluted to 
1:200. Detection of UTP21 (aka WDR36) in HeLa cells was performed using rabbit 
polyclonal anti-WDR36 antibodies (Abcam, ab73548) diluted to 1:200 and Alexa Fluor 555-
conjugated goat anti-rabbit antibodies (Invitrogen) diluted to 1:1000. Detection of 3HA-
tagged proteins in S. cerevisiae cells were performed as described in (Gerus et al., 2010). 
Fluorescence microscopy experiments using S. pombe cells were performed as detailed in 
Supplementary Materials and Methods. All images were captured using either a DMRB 
microscope (Leica) or an inverted IX-81 microscope (Olympus) driven by MetaMorph 
(Molecular Devices). 
 
Cell death assay  
HeLa cells were stained with trypan blue and the proportion of trypan-blue positive cells (i.e. 
dead cells) among total cells (adherent and floating cells) was calculated.  
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DNA shearing assay 
Genomic DNA was purified from total HeLa cells (adherent and floating) as detailed in 
Supplementary Materials and Methods. One tenth of each extract was loaded on a 1% agarose 
gel. DNA molecules were separated by electrophoresis and stained with ethidium bromide. 
 
Flow cytometry analyses 
Flow cytometry analyses and quantifications using yeast cells were performed as described in 
(Gerus et al., 2010). Analyses using HeLa cells were carried out on total cells (adherent and 
floating), harvested 48 hours after electroporation and processed as described in 
Supplementary Materials and Methods. All cell samples were analyzed with a FACSCalibur 
(Becton-Dickinson) flow cytometer and acquisitions were performed using Cell Quest 
software (Becton-Dickinson). 
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FIGURE LEGENDS 
 
Figure 1. HCA66 is detected both at the centrosome and in the nucleoli in HeLa cells and co-
sediments with pre-ribosomal particles on density gradients. (A) Immunofluorescence 
microscopy using HeLa cells expressing EGFP-HCA66 and antibodies detecting γ-tubulin 
(upper panel) or fibrillarin (lower panel). Scale bar, 10 µm. (B) Western blot analysis of 
endogenous HCA66 distribution in HeLa cell subcellular fractions. The different lanes 
correspond to the total extract (Tot.) or the cytoplasmic (Cyto.), nuclear (Nuclei), 
nucleoplasmic (Np.), soluble nucleolar (Sol. No.) or insoluble nucleolar (Insol. No.) fractions. 
HDAC2 and nucleolin are markers of the nucleoplasmic and nucleolar material, respectively. 
(C) Sedimentation profile of HCA66 on a sucrose gradient. A HeLa cell nuclear extract was 
sedimented through a 10% to 30% sucrose gradient, and 16 fractions were collected. Proteins 
and RNAs were purified from each fraction and were analyzed respectively by Western blot, 
using anti-HCA66 and anti-dyskerin antibodies and by Northern blot using the 5’ITS1 probe. 
Northern blot signals corresponding to total RNAs purified from HeLa cells (T) or from 1:50th 
of the extract loaded on the gradient (I) are shown on the left. 
 
Figure 2. Depletion of HCA66 in HeLa cells affects early cleavages of the pre-rRNA and the 
production of the mature 18S rRNA. (A) Western blot analysis showing the accumulation 
levels of endogenous HCA66 (and actin as a loading control) in HeLa cells treated or not for 
24, 48 and 72 hours with HCA66 siRNAs. (B) Outline of the pre-rRNA processing pathway 
in HeLa cells. The position of the oligonucleotide probes used in this study (a, b, and c) is 
indicated; their sequence is described in Supplementary Table I. (C) Northern blot analysis 
showing the accumulation levels of the (pre-)rRNAs in HeLa cells treated (+) or not (-) for 
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24, 48 or 72 hours with HCA66 siRNAs. The probes used to detect the different species 
(described in Fig. 2B and Supplementary Table I) are indicated on the right. 
 
Figure 3. Depletion of HCA66 in HeLa cells delays the production of the mature 18S rRNA. 
Neo-synthesized RNAs from HeLa cells transfected (lanes 7 to 12) or not (lanes 1 to 6) with 
HCA66 siRNAs were pulse labeled with L-methyl 3H methionine 48 hours post-transfection 
and cells were harvested after the indicated chase times. Total RNAs extracted from these cell 
samples were separated on a gel, transferred to a nylon membrane and labeled RNAs were 
detected by autoradiography. 
 
Figure 4. The homologues of HCA66 in S. cerevisiae and S. pombe cells are not detectable at 
the SPB. (A) Immuno-fluorescence microscopy using an S. cerevisiae strain expressing 
Utp6p-3HA (detected with anti-HA antibodies, red signal) and GFP-tagged Spc97p (green 
signal). (B) Fluorescence microscopy using an S. pombe strain expressing SpUtp6-mCherry 
(red signal) and cdc11-GFP (green signal). 
 
Figure 5. Depletion of Utp6p does not arrest cells in mitosis but induces pre-rRNA 
processing defects that delay G1 phase progression. (A) Western blot analysis showing 
depletion of 3HA-Utp6p and 3HA-Spc97p following the shift of strains GAL::3HA::UTP6 
and GAL::3HA::SPC97 from a galactose- (GAL) to a glucose-based medium (GLU). (B) 
FACS analysis of cells undergoing 3HA-Utp6p or 3HA-Spc97p depletion showing the 
distribution of cells in the different cell cycle stages (G1, S and G2/M). (C) Northern blot 
analysis of the pre-rRNA processing pathway in cells undergoing 3HA-Utp6p or 3HA-Spc97p 
depletion using the indicated oligonucleotide probes (See Supplementary Table I and (Gerus 
et al., 2010). 
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Figure 6. Some molecular mechanisms underlying the function of HCA66/Utp6p in ribosome 
synthesis are conserved in yeast and mammals. (A) Schematic representation of Utp6p (440 
amino acids), HCA66 (597 amino acids) and the different modified version of HCA66 
bearing single (A99E, H137A, E153A, R170A) or double (K102A + D106A) amino acid 
substitutions within the HAT repeats. The conserved N-terminal domain is colored in green, 
the HAT motifs in red. (B) Northern blot analyses showing the accumulation levels of some 
pre-rRNAs (indicated on the left) in HeLa cells transfected with siRNAs targeting the 3’UTR 
of HCA66 mRNA, either alone or in combination with vectors expressing EGFP only or wild-
type and modified versions of EGFP-HCA66. The 18S-E/30S ratios, averaged from 3 
experiments, are reported on the histogram presented on the right. (C) Immunofluorescence 
experiment showing the sub-cellular localization of UTP21 and fibrillarin in HeLa cells 
treated with siRNAs targeting HCA66 mRNA or mock-transfected cells (CT). 
 
Figure 7. Defects in centrosome function induced by the expression of a dominant negative 
version of HCA66 do not impair ribosome synthesis in HeLa cells. (A) FACS analysis 
showing the cell cycle profiles of HeLa cell cultures expressing EGFP, EGFP-HCA66, EGFP-
HCA661-86 or mock-transfected 48 hours after transfection. Total cells (adherent and floating 
cells) are analyzed in each case. The arrowheads below each graph indicate the position of the 
G1 and G2/M peaks. Arrows indicate the presence of a sub-G1 peak, prominent in cells 
expressing EGFP-HCA661-86. (B) Trypan blue staining of HeLa cells expressing EGFP, 
EGFP-HCA66, EGFP-HCA661-86 or mock-transfected 24, 48, or 72 hours after 
electroporation. The histogram represents the percentage of trypan blue positive cells (i.e. 
dead cells) in each population, considering total cells. (C) Agarose gel electrophoresis of 
genomic DNAs extracted from HeLa cells expressing EGFP, EGFP-HCA66, EGFP-HCA661-
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86 or mock-transfected, 24, 48, or 72 hours after electroporation. Genomic DNAs have been 
extracted from total cells. Molecular weight ladder: SmartLadder (Eurogentec). (D) Northern 
blot analysis using probe a (Fig. 2B and Supplementary Table I) showing the accumulation 
levels of some pre-rRNAs in HeLa cells expressing EGFP, EGFP-HCA66, EGFP-HCA661-86 
or mock-transfected, 24, 48, or 72 hours after electroporation. RNAs were extracted from total 
cells. 
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III. Etude de l’implication de Rpf2p dans la progression 
du cycle cellulaire chez la levure S. cerevisiae 
A. Introduction  
Comme nous l’avons vu en Introduction (paragraphe II) certaines protéines impliquées 
dans la maturation des particules pré-ribosomiques pré-60S présentent également des 
fonctions extra-ribosomiques dans différentes étapes du cycle cellulaire. Ces facteurs 
pourraient fonctionner indépendamment dans les deux processus ou permettre une 
coordination entre synthèse des ribosomes et cycle cellulaire. Un de mes projets de thèse a 
consisté en l’identification et la caractérisation de nouveaux facteurs impliqués à la fois dans 
la synthèse des ribosomes et la progression du cycle afin d’essayer d’obtenir une vision plus 
globale des facteurs de ce type et de déterminer s’ils permettent ou non une coordination entre 
ces deux processus cellulaires fondamentaux. Dans ce but j’ai recherché, sur la base de 
données de la littérature, des composants des particules pré-ribosomiques pré-60S 
potentiellement impliqués aussi dans la progression du cycle cellulaire. Je me suis en 
particulier focalisée sur l’étude de la protéine Rpf2p, qui semble être requise pour une 
progression normale de la phase S en plus de sa fonction dans la synthèse de la grande sous-
unité ribosomique. 
Chez la levure, RPF2 est un gène essentiel qui code une protéine présente dans tout le 
noyau et enrichie dans le nucléole (Huh et al., 2003). L’inhibition de l’expression de RPF2 
ralentit fortement la croissance de cellules en culture et des expériences de sédimentation sur 
gradients de densité montrent qu’elle induit une diminution de la quantité de sous-unités 
ribosomiques 60S, une augmentation des sous-unités 40S libres, une diminution des 
ribosomes 80S et l’apparition d’épaulements sur les pics de polysomes (“halfmers”), 
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Figure 12. Représentation schématique des domaines de Rpf2p. (A) Localisation des deux 
domaines de Rpf2p (a.a : acides aminés). (B) Alignement des séquences du domaine “σ70-
like” de Rpf2p de différentes espèces. Les résidus les plus conservés sont surlignés en noir 
(Figure adaptée de Wehner et al., 2002). Dans la suite de l’étude, les résidus E225, I226 et G227 
ont été substitués par des alanines. 
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caractéristiques d’un défaut de production de la grande sous-unité ribosomique (Morita et al., 
2002). En absence de Rpf2p, des défauts de synthèse de la grande sous-unité ribosomique 
sont observés et des expériences de “pulse chase” et de “Northern blot” montrent que 
l’absence de Rpf2p induit une accumulation des intermédiaires 27SB (27SBL et 27SBS) et 
affecte la production de l’ARNr mature 25S (Morita et al., 2002). De manière intéressante 
l’accumulation du pré-ARNr 20S est aussi fortement altérée en l’absence de Rpf2p ce qui 
induit un défaut de production de l’ARNr de 18S, moins prononcé toutefois que celui de 
l’ARNr 25S. Des expériences de purification de type TAP, utilisant une forme étiquetée de 
Rpf2p, ont permis de montrer que Rpf2p est retrouvée associée aux pré-ARNr 35S, 27SA2 et 
27SB (Zhang et al., 2007). L’interaction physique entre Rpf2p et le pré-ARNr 35S suggère 
que la protéine est incorporée très tôt dans les particules pré-ribosomiques précoces et reste 
ensuite associée aux particules pré-60S après clivage au site A2 où elle est nécessaire pour la 
maturation des intermédiaires 27S. Récemment, il a été démontré que Rpf2p est nécessaire au 
recrutement d’un sous-complexe contenant les protéines de la grande sous-unité ribosomique 
rpL5p et rpL11p et l’ARNr 5S au sein de la particule de 90S ((Zhang et al., 2007), voir 
chapitre Introduction I.C.5.). 
La protéine Rpf2p contient un domaine protéique conservé de fonction inconnu, le 
domaine “BRIX”, aussi retrouvé au sein de plusieurs facteurs impliqués dans la synthèse des 
ribosomes tels que Rpf1p, Imp4p, Brx1p, Ssf1p et Ssf2p (Figure 12). Ce domaine “BRIX” se 
termine à son extrémité C-terminale par un court motif qui présente des homologies de 
séquence avec le domaine de fixation à l’ADN du facteur de transcription procaryote σ70 (ce 
motif sera appelé motif “σ70-like” par la suite). Il a été proposé que ce domaine de liaison à 
l’ADN chez les procaryotes ait évolué en un domaine de liaison à l’ARN au sein des protéines 
de la famille de Rpf2p. Des expériences d’interaction in vitro montrent que les protéines 
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Figure 13. Figure issue de Du and Stillman, 2002. Yph1p, an ORC-Interacting Protein : 
Potential Links between Cell Proliferation Control, DNA Replication, and Ribosome 
Biogenesis. L’ORF YKR081C correspond à RPF2. 
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contenant le motif “σ70-like” interagissent avec des homopolymères d’ARN (poly-A, poly-G, 
poly-C et poly-U) mais pas avec de l’ADN monocaténaire (Wehner and Baserga, 2002). Dans 
le cas de la protéine Rpf2p, ce domaine “σ70-like” est nécessaire à la fonction de la protéine 
in vivo puisque une version modifiée de Rpf2p dépourvue de ce domaine ne permet pas 
d’assurer la viabilité cellulaire. 
Comme mentionné en Introduction, les protéines Noc3p et Nop7p semblent requises à 
la fois pour la synthèse de la sous-unité ribosomique 60S et pour la réplication de l’ADN au 
cours de la phase S (Introduction chapitre II, (Du and Stillman, 2002; Zhang et al., 2002)). 
Ces deux protéines interagissent avec des composants du complexe d’initiation de la 
réplication, le complexe ORC, et avec les protéines MCM responsables de la progression de 
la fourche de réplication. Noc3p semble par ailleurs interagir spécifiquement avec les 
séquences autonomes de réplication (ARS). Dans l’article ayant mis en évidence le rôle de 
Nop7p dans la réplication de l’ADN (Du and Stillman, 2002), sept protéines ne faisant pas 
partie du complexe ORC ont été retrouvées associées à Orc1p dans des expériences 
d’immunoprécipitation. Parmi celles-ci se trouvent 4 facteurs impliqués dans la maturation 
des particules pré-ribosomiques pré-60S : Nop7p, Nog1p, Nsa3p et Rpf2p (Figure 13). Les 
résultats suivants portent sur la caractérisation de la fonction potentielle de Rpf2p dans la 
progression du cycle cellulaire. Il est important de noter que cette étude reste avant tout 
exploratoire à l’heure actuelle. Certaines des expériences présentées sont préliminaires et 
devront être reproduites avec plus d’expériences contrôles.  
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Figure 14. Rpf2P interagit avec les composants Orc2p et Orc6p du complexe ORC.     
(A, B, C, D) Des extraits totaux ont été préparés à partir de souches exprimant des versions 
étiqutées TAP de Rpf2p, Arx1p ou Rix1p et des versions étiquetées 3HA de Orc2p ou Orc6p. 
Ces extraits ont été incubés avec une matrice d’IgG-Sepharose (IP/IgG), pour retenir les 
complexes contenant les protéines étiquetées TAP, ou bien avec une matrice d’agarose 
couplée à un anticorps anti-HA (IP/HA), pour retenir les complexes contenant les protéines 
étiquetées 3HA. Après lavages, les complexes retenus ont été élués des matrices de 
chromatographie et environ 20% des protéines retenues dans l’échantillon (IP) et 1,5% des 
protéines de l’extrait total de dpart (input) ont été analysés par Western blot en utilisant des 
anticorps anti-HA couplés à la HRP (αHA-HRP), PAP (reconaissant l’étiquette TAP) ou des 
anticorps spécifiques des autres protéines (αPrp43p, αNhp2p et αLcp5p).  
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A. Résultats 
1. Rpf2p interagit avec des composants du complexe d’initiation de la réplication 
 
J’ai tout d’abord cherché à vérifier l’interaction physique entre Rpf2p et les 
composants du complexe d’initiation de la réplication (ORC) suggérée par les travaux de Du 
et Stillman (Du and Stillman, 2002). Pour cela j’ai construit des souches de levure exprimant 
Rpf2p-TAP sous contrôle du promoteur endogène, et exprimant les protéines Orc1p-3HA ou 
Orc6p-3HA, aussi sous le contrôle de leur promoteur endogène. Des extraits totaux issus de 
ces souches ont été incubés avec des billes de Sépharose couplées à des IgG pour 
immunoprécipiter Rpf2p-TAP ou bien avec une matrice conjuguée à des anticorps anti-HA 
pour immunoprécipiter les composants étiquetés du complexe ORC en présence de bromure 
d’éthidium. Le BET s’intercale dans l’ADN et il a été suggéré que l’addition de BET dans un 
extrait facilite la libération de facteurs associés à la chromatine (Du and Stillman, 2002). 
L’efficacité de précipitation des différentes protéines a été vérifiée par Western blot grâce à 
des anticorps spécifiques de chacune des étiquettes utilisées (Figure 14). Ces expériences 
montrent que les protéines Orc2p-3HA et Orc6p-3HA sont co–immunoprécipitées avec 
Rpf2p-TAP et inversement, Rpf2p-TAP est retrouvée associée aux protéines Orc2p-3HA ou 
Orc6p-3HA (Figure 14A et B). 
Ces interactions semblent spécifiques, dans la mesure où d’autres facteurs de 
maturation des particules pré-ribosomiques, tels que Prp43p, Nhp2p ou Lcp5p, ne sont pas 
retrouvés associés à Orc2p-3HA ou Orc6p-3HA dans les mêmes conditions (Figure 14A et 
B). Par ailleurs, les protéines Orc2p-3HA ou Orc6p-3HA ne sont pas détectables parmi les 
protéines co-immunoprécipitées avec d’autres facteurs de maturation des particules pré-60S 
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Figure 15. Rpf2p est nécessaire à la croissance cellulaire. (A) La densité optique à 600nm 
des cultures des souches TET::RPF2, GAL1::3HA::RPF2 et BY4741 a été mesurée à 
différentstemps après les traitements permettant l’inhibition de l’expression de RPF2 : l’ajout 
de Doxycycline (+DOXY) pour la souche TET::RPF2 et le transfert en présence de glucose 
(YPD) pour la souche GAL1::3HA::RPF2. Les mêmes souches non traitées ont été utilisées 
comme contrôles. (B) Des échantillons de cellules de la souche GAL1::3HA::RPF2 après 
différents temps de culture en galactose (GAL) ou en glucose (GLC) ont été prélevés. Après 
extraction des protéines totales l’accumulation de la prrotéine 3HA-Rpf2p a été déterminée en 
Western blot avec des anticorps anti-HA. Les dépôts ont été normalisés par rapport à 
l’accumulation de la protéine Prp43p, détectée par un anticorps spécifique. 
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étiquetés TAP tels que Arx1p ou Rix1p (Figure 14C et D). Rpf2p semble donc interagir de 
manière spécifique avec des composants du complexe ORC et ceci n’est pas une propriété de 
tous les facteurs impliqués dans la synthèse des ribosomes. Cette protéine pourrait donc être, 
comme Nop7p et Noc3p, impliquée dans l’initiation de la réplication de l’ADN. 
 
2. Rpf2p est requise pour la progression de la phase S 
 
Pour étudier les effets de l’absence de Rpf2p sur la progression du cycle cellulaire j’ai 
construit des souches permettant une expression conditionnelle de la protéine. J’ai pour cela 
remplacé le promoteur endogène du gène RPF2 soit par un promoteur “TET-OFF”, qui peut 
être réprimé en présence de doxycycline (souche TET::RPF2), soit par le promoteur “GAL1”, 
induit en présence de galactose et réprimé en présence de glucose. Dans ce dernier cas, la 
protéine Rpf2p exprimée présente une étiquette 3HA à son extrémité N-terminale afin de 
pouvoir suivre sa perte d’expression (souche GAL1::3HA::RPF2). J’ai dans un premier temps 
étudié la croissance de ces souches en présence et en absence de Rpf2p (Figure 15A). En 
conditions permissives, ces deux souches présentent le même temps de doublement que la 
souche parentale (BY4741, environ 1h45). Les constructions générées ne semblent donc pas 
interférer avec la fonction essentielle de Rpf2p. De plus les cinétiques de croissance en 
absence de Rpf2p sont très similaires pour les deux souches suggérant que la répression de 
l’expression de RPF2 est équivalente (Figure 15A). Le ralentissement de croissance est 
visible au bout de 6h de répression de l’expression de RPF2. Des expériences de Western blot 
avec l’anticorps anti-HA indiquent que la protéine 3HA-Rpf2p n’est plus détectable dans la 
souche GAL1::3HA::RPF2 après 6 heures de croissance en glucose (Figure 15B). 
 
 200 
 
Figure 16. L’absence de Rpf2P induit une accumulation de cellules en phase G1. Des 
échantillons de cellules de la souche TET::RPF2 cultivée dans des conditions permissives 
(EtOH) ou non permissives (DOXYCYCLINE) ont été prélevés à différents temps, traités et 
analysés en cytométrie en flux. Les histogrammes et les quantifications obtenus représentant 
la proportion de cellules dans chaque étape du cycle sont représentés.  
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J’ai tout d’abord utilisé ces souches (TET::RPF2 et GAL1::3HA::RPF2) pour étudier 
l’effet de la perte d’expression de Rpf2p sur la répartition des cellules dans les différentes 
phases du cycle cellulaire par des analyses de cytométrie en flux. Les résultats obtenus sont 
similaires avec les deux souches et je ne présenterai ici que des résultats obtenus avec la 
souche TET::RPF2. 
Un nombre identique de cellules a été prélevé à différents temps dans des cultures de 
la souche TET::RPF2 traitées ou non à la doxycycline. Ces cellules ont ensuite été marquées à 
l’iodure de propidium (IdP) et le contenu en ADN des cellules a été quantifié par cytométrie 
en flux. Le profil de distribution des cellules en fonction du contenu en ADN (Figure 16) a été 
analysé et quantifié comme décrit dans la partie ‘Matériel et Méthodes’. Suite à la répression 
de l’expression de RPF2 par la doxycycline, des cellules avec un seul contenu en ADN 
s’accumulent progressivement, contrairement à la souche contrôle qui présente une 
distribution d’environ 30% de cellules dans chaque phase du cycle cellulaire, distribution 
attendue pour les souches sauvages de levure S. cerevisiae. Ce résultat pourrait suggérer que 
les cellules dépourvues de Rpf2p sont incapables de répliquer leur ADN. Toutefois, comme 
mentionné en Introduction, des défauts de synthèse des ribosomes semblent empêcher le 
passage de la transition G1/S, START, et donc induire une accumulation de cellules en phase 
G1. L’accumulation de cellules en G1 résultant de la perte d’expression de Rpf2p pourrait 
donc résulter d’un défaut de synthèse des ribosomes. 
 
Pour déterminer plus précisément à quel stade du cycle les cellules s’accumulant avec 
un seul contenu en ADN sont arrêtées, j’ai effectué les mêmes expériences mais en utilisant 
des cultures de cellules synchronisées à différentes étapes du cycle cellulaire. Les cellules de 
levure peuvent être synchronisées à différentes étapes du cycle cellulaire par l’utilisation de 
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Figure 17. Rpf2p est requise pour le passage de la phase G1 à la phase S. Des cellules 
cultivées en conditions permissives (EtOH) ou non permissives (DOXY) ont été 
synchronisées en fin de phase G1 par un traitement au facteur alpha. Après élimination de la 
drogue ayant permis la synchronisation, des échantillons de cellules sont prélevés à différents 
temps et analysés par cytométrie en flux. Les histogrammes et les quantifications obtenus 
représentant la proportion de cellules dans chaque étape du cycle sont représentés. 
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différentes drogues. Le facteur alpha permet une synchronisation en fin de phase G1. La 
phéromone sexuelle alpha (ou facteur alpha) est sécrétée par les cellules de levure de type 
sexuel “α” dans certaines conditions de stress, pour permettre la fusion avec des cellules de 
type sexuel “a”. Dans les cellules de type sexuel “a”, le facteur alpha induit un arrêt du cycle 
cellulaire en phase G1, avant passage de la transition START, en attendant la fusion avec une 
cellule de type sexuel “α”. Cependant les cellules de type sexuel “a” sécrètent une protéase, 
Bar1p, capable de cliver et d’inactiver le facteur alpha. Pour faciliter les expériences de 
synchronisation des cellules avec le facteur alpha le gène BAR1 est inactivé dans les souches 
utilisées, ce qui permet d’utiliser des doses plus faibles de phéromone. Les cellules peuvent 
également être synchronisées en début de phase S, au moment de la réplication de l’ADN, par 
l’utilisation de l’hydroxyurée (HU). Cette drogue entraîne une réduction de la production des 
déoxyribonucléotides nécessaires au cours de la réplication pour synthétiser le nouveau brin 
d’ADN. Les effets de ces drogues sont réversibles, ce qui permet de bloquer la plupart des 
cellules d’une même culture à un stade donné puis de relâcher les cellules dans le cycle 
cellulaire par des lavages. En combinant ces expériences de synchronisation avec la 
répression transcriptionnelle du gène RPF2, il est alors possible d’observer quelle étape du 
cycle cellulaire ne peut être franchie en absence de la protéine.  
J’ai d’abord synchronisé les cellules en fin de phase G1 par un traitement au facteur 
alpha (Figure 17). Pour cela j’ai supprimé le gène BAR1 dans la souche TET::RPF2 (souche 
TET::RPF2 bar1::HIS). Les cellules ont été synchronisées en conditions permissives puis 
relâchées dans le cycle cellulaire en l’absence de Rpf2p, au bout de 5h30 de traitement à la 
doxycycline (voir ‘Matériel et Méthodes’). Alors qu’une forte proportion de cellules 
exprimant Rpf2p se trouvent en phase S environ 15 min après élimination du facteur alpha, 
les cellules dépourvues de Rpf2p s’accumulent de manière significative en phase G1 jusqu’à 
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Figure 18. Rpf2p est requise pour la progression de la phase S. (A) La souche 
GAL1::3HA::RPF2 a été cultivé en conditions permissives (GAL) ou non permissives (GLU) 
et les cellules ont été synchronisées en début de phase S par un traitement à l’hydroxyurée 
(HU). Après élimination de la drogue, des échantillons de cellules de la souche poussant dans 
chacune des conditions ont été prélevés à différents temps et analysés par cytométrie en flux. 
Les histogrammes et les quantifications obtenus représentant la proportion de cellules dans 
chaque étape du cycle sont représentés. (B) Des échantillons de cellules ont été prélevés aux 
différentes étapes de synchronisation et l’accumulation de 3HA-Rpf2p analysée en Western 
blot. Les dépôts ont été normalisés par rapport à l’accumulation de la protéine Prp43p, 
détectée par un anticorps spécifique. 
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30 min après l’élimination de la phéromone. Une reprise de la progression du cycle cellulaire 
a cependant lieu à partir de 45 min. Cette reprise apparente peut être due aux cellules non 
synchronisées observées au temps 0 (environ 27%) et/ou au fait que la reprise du cycle en 
absence de Rpf2p est fortement ralentie mais pas complètement inhibée. Ces expériences 
indiquent que Rpf2p semble être requise pour le passage de la phase G1 à la phase S mais 
elles ne permettent pas de déterminer si l’absence de Rpf2p inhibe la transition START ou 
l’initiation de la réplication de l’ADN.  
J’ai ensuite réalisé une expérience de synchronisation au moment de l’élongation de la 
réplication de l’ADN en début de phase S, juste après la transition START grâce à un 
traitement à l’hydroxyurée (Figure 18A). Pour cette expérience, j’ai utilisé la souche 
GAL1::3HA::RPF2 qui permet de suivre la disparition de la protéine des extraits cellulaires. 
Des expériences de Western blot m’ont permis de confirmer que la relance du cycle cellulaire 
après élimination de l’hydroxyurée se déroule bien en absence de Rpf2p (Figure 18B). Au 
bout des 3 heures de traitement à l’hydroxyurée 3HA-Rpf2p n’est plus détectable. Dans cette 
expérience environ 80% des cellules apparaissent synchronisées en début de phase S au début 
de la cinétique. Les cellules relâchées en présence de Rpf2p poursuivent la phase S et une 
forte proportion se retrouve en phase G2/M 60 min après élimination de l’hydroxyurée. En 
revanche, en absence de Rpf2p, la progression de la phase S semble être perturbée. En effet 
les cellules entrent en phase S de manière plus disparate au bout de 30min et la majorité 
n’arrive en phase G2/M qu’environ 90min après l’élimination de l’hydroxyurée. En absence 
de Rpf2p les cellules mettent donc approximativement 60 min pour terminer la phase S alors 
qu’en sa présence cette étape du cycle cellulaire se déroule en 30min environ. Rpf2p semble 
donc être nécessaire à la progression de la phase S. Une expérience de Northern blot sur des 
extraits de cellules récoltées après reprise du cycle cellulaire suite à une synchronisation à 
l’hydroxyurée  
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Figure 19. Rpf2p interagit Avec les séquences ARS mais aussi avec d’autres 
séquences d’ADN nucléaire. Les fragments d’ADN précipités avec Orc2p-HA ou Rpf2p-HA 
par immunoprécipitation de chromatine (ChIP) ont été amplifiés par PCR quantitative. Pour 
une séquence donnée, les histogrammes représentent le rapport entre la quantité d’ADN 
détectée dans l’immunoprécipitation avec l’anticorps anti-HA (IP) et la quantité d’ADN 
présente dans l’extrait (inp) normalisé grâce au même rapport obtenu lors de 
l’immunoprécipitation sans anticorps (sans Ac). Les oligonucléotides utilisés pour détecter les 
différentes séquences ADN sont détaillés dans le tableau 1. ARS : séquence de réplication 
autonome, R2.5 : région située à 2.5kb de l’ARS416, GAL10 : gène non exprimé dans les 
conditions de l’expérience (cellules cultivées en glucose). 
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montre également que des ARNm codant des facteurs exprimés juste après la transition 
START (RNR1, POL12) présentent la même cinétique d’expression en absence qu’en  
présence de Rpf2p ce qui renforce l’idée que Rpf2p n’entraîne pas un arrêt du cycle cellulaire 
à la transition START (résultats non présentés). 
 
3. Rpf2p interagit physiquement avec la chromatine nucléaire 
 
Rpf2p interagissant avec des protéines du complexe ORC, nous avons ensuite étudié si 
Rpf2p est retrouvée au contact des séquences d’initiation de la réplication (séquences ARS) 
sur les chromosomes de levure comme cela a été montré pour Noc3p (Zhang et al., 2002). 
Pour cela des expériences d’immunoprécipitation de chromatine (ChIP, voir ‘Matériels et 
Méthodes’) ont été effectuées à partir d’extraits de cellules exprimant des formes étiquetées 
de Rpf2p (Rpf2p-3HA) ou d’un composant du complexe ORC (Orc2p-3HA) en contrôle 
(Figure 19). Ces expériences révèlent que Rpf2p-3HA, comme Orc2p-3HA, est bien retrouvée 
associée aux deux séquences ARS testées (ARS416 sur le chromosome IV et ARS1238 sur le 
chromosome XII). Les efficacités de précipitation de ces séquences avec Rpf2p-3HA sont 
comparables, voire supérieures à celles obtenues avec Orc2p-3HA. Cependant, alors que la 
protéine Orc2p-3HA interagit spécifiquement avec ces séquences ARS et n’est pas retrouvée 
associée à une région située à 2,5kb de l’ARS 416 (R2.5) ou à une région du gène GAL10, 
Rpf2p semble aussi interagir avec ces séquences. De manière surprenante, Rpf2p semble aussi 
interagir avec la plupart des séquences d’ADN nucléaire testées, en particulier une séquence 
télomérique (TEL11R), des séquences impliquées dans la détermination du type sexuel (HML 
et HMR), une région centromérique (CEN5), une région de l’ADNr dans la séquence codant 
l’ARNr de 25S (rDNA 25S) et une région du plasmide “2µ” endogène (2 micron) (Figure 
20A). Ces interactions semblent toutefois spécifiques de l’ADN nucléaire puisque Rpf2p- 
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Figure 20. Rpf2p interagit avec différentes régions de l’ADN nucléaire. (A) Les ADNs 
précipités par ChIP à partir d’extraits de la souche RPF2::3HA ou BY4741 ont été amplifiés 
en PCR quantitative. Les histogrammes ont été générés de la même manière que dans la 
figure précédente. Les oligonucléotides utilisés pour détecter les différentes séquences d’ADN 
sont détaillés dans le tableau 1. ARS416 : séquence de réplication autonome 416, TEL11R : 
séquence télomérique du bras droit du chromosome XI, HML et HMR : régions impliquées 
dans la détermination du type sexuel, CEN5 : séquence centromérique du chromosome V, 
rDNA25S : séquence d’ADNr codant une région de l’ARNr 25S, mtDNA : région de l’ADN 
mitochondrial, 2micron : région du plasmide endogène de levure, pHCA66 : région d’un 
plasmide exogène ajouté dans l’extrait. (B) Les ADNs précipités avec Rpf2p-3HA ou Rix1p-
3HA pr ChIP ont été amplifiés par PCR quantitative. 
 209 
3HA n’est pas retrouvée associée, dans les mêmes conditions, à une région de l’ADN 
mitochondrial (ADNmt) présent en abondance dans l’extrait du fait de l’éclatement des 
mitochondries au cours de la casse des cellules (Figure 20A). Par ailleurs un faible 
enrichissement est observé avec un plasmide exogène (pHCA66) ajouté à l’extrait avant 
immunoprécipitation dans des quantités importantes (en excès d’environ 6000 fois par rapport 
à une séquence d’ADN nucléaire d’après les données de PCR quantitative). Ces deux 
expériences contrôles suggèrent fortement que les interactions détectées entre Rpf2p et l’ADN 
nucléaire ne se forment pas artéfactuellement lors de la préparation de l’extrait. Ces données 
indiquent que Rpf2p peut-être pontée de manière covalente à différentes régions de l’ADN 
nucléaire dans les cellules de levure. Cette propriété n’est pas commune à tous les facteurs 
impliqués dans la synthèse de la grande sous-unité ribosomique puisque des expériences de 
ChIP à partir d’extraits de cellules exprimant une version étiquetée 3HA de Rix1p, un facteur 
s’associant plus tardivement aux particules pré-60S, ne montrent pas d’enrichissement de 
l’ARS416 ni de l’ADNr 25S (Figure 20B).  
 
4. L’interaction de Rpf2p avec l’ADN ribosomique ne dépend pas de l’intégrité 
des particules pré-ribosomiques 
 
Les expériences d’immunoprécipitation de chromatine présentées sur la figure 20 
indiquent que Rpf2p semble être particulièrement enrichie au niveau d’une région de l’ADN 
ribosomique dans la séquence codant l’ARNr de 25S. En utilisant d’autres couples 
d’oligonucléotides nous avons testé d’autres régions de l’ADNr (Figure 21). Les résultats 
indiquent que Rpf2p est aussi retrouvée associée avec une très bonne efficacité aux séquences 
ARS1200, correspondant aux origines de réplications situées entre les répétitions d’ADNr, 
ainsi qu’à différentes régions transcrites de l’ADNr (les régions codant les séquences 5’ ETS, 
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Figure 21. L’intégrité des particules pré-ribosomiques n’est pas requise pour 
l’interaction de Rpf2p avec l’ADNr. Des expériences de ChIP ont été réalisées à partir 
d’extraits de la souche RPF2::3HA, traités (RNase) ou non (no RNase) avec de la RNase A 
avant immunoprécipitation. Les fragmnets d’ADN purifiés pnt été amplifiés en PCR 
quantitative. ARS : séquence autonome de réplication 1200 située entre les répétitions 
d’ADNr, 5’ETS : région de l’ADNr codant une portion du 5’ETS du pré-ARNr, 18S : région 
de l’ADNr codant une portion de l’ARNr 18S, 25S : région de l’ADNr codant une portion de 
l’ARNr 25S. 
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18S et 25S du pré-ARNr). Rpf2p étant recrutée très tôt au sein des particules pré-
ribosomiques (Zhang et al., 2007), cette interaction entre Rpf2p et les séquences de l’ADNr 
pourrait être le reflet de son recrutement co-transcriptionnel dans la particule de 90S. Pour 
tester cette hypothèse les extraits de cellules exprimant Rpf2p-3HA ont été traités à la RNase 
A avant incubation avec les anticorps (Figure 21). Suite à ce traitement les différentes régions 
de l’ADNr sont toujours retrouvées associées à Rpf2p et le traitement à la RNase A semble 
même augmenter leur efficacité de précipitation. L’intégrité des particules pré-ribosomiques 
n’est donc pas requise pour l’interaction entre Rpf2p et l’ADNr, suggérant que Rpf2p 
interagit directement avec l’ADN ribosomique. La présence des particules pré-ribosomiques 
partiellement pontées à l’ADNr par le traitement au formaldéhyde pourrait masquer certains 
épitopes au cours de l’incubation de l’extrait avec l’anticorps et donc générer des efficacités 
d’immunoprécipitation plus faible que lorsque les particules sont en partie dégradées.  
 
5. La protéine Rpf2p purifiée semble interagir avec l’ADN in vitro et l’intégrité 
de son domaine “σ70-like” semble nécessaire à cette interaction 
 
Comme mentionné dans l’Introduction de ces résultats, Rpf2p contient un domaine 
“σ70-like” qui lui permet d’interagir avec l’ARN in vitro (Wehner and Baserga, 2002). Ce 
domaine étant dérivé du domaine de liaison à l’ADN du facteur de transcription procaryote 
σ70, nous nous sommes demandé s’il ne permettrait pas aussi une interaction avec l’ADN 
d’après nos données de ChIP présentées ci-dessus. Les expériences décrites par Wehner et ses 
collaborateurs montrent que Rpf2p n’interagit pas in vitro avec un homopolymère d’ADN 
monocaténaire (poly-T), mais de manière surprenante, l’interaction avec de l’ADN 
bicaténaire n’a pas été testée. Pour déterminer si Rpf2p interagit avec l’ADN in vitro, nous 
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Figure 22. Rpf2p purifiée semble interagir avec l’ADN in vitro. Expérience de retards sur 
gel utilisant la protéine Rpf2p sauvage (Rpf2p-6HIS), une version de Rpf2p présentant un 
domaine “σ70-like” altéré (Rpf2pσ70-6HIS) ou des volumes équivalents de fractions purifiées 
dans les mêmes conditions mais à partir d’un extrait bactérien n’exprimant pas de protéine 
fussionnée à l’étiquette 6HIS (pSCodon1). Des quantités croissantes de protéines ont été 
incubées avec un oligonucléotide d’ADN de 46 nucléotides radio-marqué. Les échantillons 
ont été déposés sur un gel natif et soumis à une electrophorèse afin de séparer la sonde libre 
des complexes éventuellement formés. 
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avons exprimé la protéine Rpf2p fusionnée à 6 histidines chez la bactérie E. coli, purifié la 
protéine recombinante sur une colonne de nickel et testé sa capacité à interagir avec l’ADN 
par des expériences de retards sur gel. Nous avons testé différentes molécules d’ADN dans 
ces expériences : mono- ou bicaténaires, de différentes tailles et de séquence ne présentant 
aucune pertinence par rapport à Rpf2p (empruntées à un laboratoire voisin). Je ne présenterai 
ici que des résultats obtenus avec un fragment d’ADN monocaténaire (ADNsb*) de 46 
nucléotides, les résultats étant les mêmes que ceux obtenus avec des fragments plus longs 
et/ou bicaténaires (Figure 22). Des quantités croissantes de la protéine Rpf2p purifiée, ou des 
volumes équivalents de fractions purifiées dans les mêmes conditions à partir de bactéries 
n’exprimant pas Rpf2p-6His (pistes pSCodon1), ont été mélangées à 1nM d’ADN radio-
marqué. Après incubation, les échantillons ont été déposés sur gel natif et soumis à une 
électrophorèse afin de séparer les complexes éventuellement formés de la sonde libre. En 
absence de protéine Rpf2p-6His (pSCodon1) aucun complexe retardé n’est observé, indiquant 
que les éventuelles protéines bactériennes contaminantes qui pourraient avoir été co-purifiées 
avec Rpf2p-6His ne se lient pas à l’ADN radio-marqué dans les conditions de l’expérience. 
La protéine purifiée Rpf2p-6His semble capable d’interagir avec l’ADN dans ces conditions 
avec une bonne affinité puisqu’à une concentration en protéine de 10nM environ, plus de la 
moitié de la sonde ADN libre disparaît. Concernant les complexes formés, il semble qu’un 
complexe discret puisse être observé à des concentrations en protéines de 10nM et 50nM, 
mais ce complexe est tout de même relativement diffus. Ceci pourrait indiquer que le 
complexe formé n’est pas très stable dans les conditions de l’électrophorèse ou provenir de 
problèmes techniques. A une concentration protéique de 100nM, la sonde retardée présente 
avant tout un profil de migration plus diffus et qui s’allonge plus dans la piste. 
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Afin de déterminer si le domaine “σ70-like” de Rpf2p pourrait être important pour 
cette interaction potentielle avec l’ADN in vitro, nous avons purifié une protéine Rpf2p 
recombinante présentant une substitution de 3 acides aminés dans la région la plus conservée 
du domaine “σ70-like”. Les résidus E225 , I226 et G227 de ce domaine (Figure 12B) ont été 
substitués par des alanines. La protéine modifiée correspondante est nommée Rpf2pσ70-like-
6His. Les expériences de retards sur gel utilisant cette version modifiée de Rpf2p indiquent 
que l’efficacité d’interaction entre Rpf2p et l’ADN est diminuée, d’un facteur 5 environ par 
rapport à la protéine sauvage, lorsque le domaine “σ70-like” est altéré (Figure 22). En effet, 
pour une concentration en protéines d’environ 50nM, le retard obtenu est similaire à celui 
observé avec une concentration en protéine sauvage de 10nM. En présence de 100nM de 
protéines Rpf2pσ70-like-6His, une partie de l’ADN radio-marqué est encore libre. L’altération 
de la région la plus conservée du domaine “σ70-like” de Rpf2p semble donc réduire de 
manière significative l’interaction entre Rpf2p et l’ADN in vitro. 
Cette analyse in vitro suggère que Rpf2p semble avoir la capacité de lier l’ADN 
directement et que le domaine “σ70-like” de la protéine semble important pour cette 
interaction. Cependant, ces expériences restent très préliminaires et devront être répétées, 
améliorées et approfondies. Il serait en particulier intéressant de comparer l’efficacité 
d’interaction de la protéine avec l’ADN et l’ARN pour déterminer si Rpf2p est plus affine 
pour l’un ou l’autre de ces acides nucléiques. Il sera de plus intéressant de déterminer si 
l’interaction de Rpf2p avec l’ADN observée in vitro pourrait être en lien avec les interactions 
de la protéine avec l’ADN nucléaire visualisées dans nos expériences de ChIP. Pour cela nous 
allons exprimer chez la levure une version étiquetée 3HA de la protéine Rpf2p modifiée au 
niveau du domaine “σ70-like” et déterminer par des expériences de ChIP si cette protéine 
modifiée interagit toujours avec l’ADN nucléaire. 
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6. Rpf2p interagit in vivo avec des facteurs impliqués dans la modification des 
protéines histones de la chromatine 
 
Des cribles d’interactions physiques à grande échelle suggèrent que Rpf2p interagit 
avec des facteurs impliqués dans la modification de la chromatine tels que Chd1p, Set2p et 
Fpr4p (Gavin et al., 2006; Gavin et al., 2002; Krogan et al., 2006). Chd1p est un facteur de 
remodelage de la chromatine impliqué dans la régulation de la transcription et de la 
réplication de l’ADN (Alen et al., 2002; Biswas et al., 2007; Biswas et al., 2008; Simic et al., 
2003). Set2p est une histone méthyltransférase responsable de la méthylation de la lysine 36 
de l’histone H3 qui aurait un rôle activateur dans la transcription par l’ARN polymérase II 
(Biswas et al., 2008; Li et al., 2003; Schaft et al., 2003; Strahl et al., 2002; Xiao et al., 2003). 
Enfin Fpr4p est une proline-isomérase responsable de l’isomérisation de la proline 38 de 
l’histone H3 (Arevalo-Rodriguez et al., 2004; Xiao et al., 2006). Une étude intéressante a 
montré que l’isomérisation de la proline 38 de H3 empêche la méthylation de la lysine 36 
adjacente par Set2p et aurait donc plutôt un effet négatif sur la transcription (Nelson et al., 
2006). 
 
De manière intéressante, certains de ces facteurs possèdent des propriétés d’interaction 
à l’ADN nucléaire similaires à celles observées pour Rpf2p. Fpr4p est une protéine 
nucléolaire non essentielle chez la levure (Dolinski et al., 1997) qui pourrait entrer dans la 
composition des particules pré-ribosomiques pré-60S. En effet des cribles à grande échelle 
ont suggéré des interactions entre Fpr4p et des composants de ces particules (Collins et al., 
2007; Costanzo et al., 2010; Gavin et al., 2006; Ho et al., 2002; Oeffinger et al., 2007b; 
Tarassov et al., 2008). Certaines de ces interactions ont été confirmées suite à des 
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Figure 23. Fpr4p et Chd1p présentent des caractéristiques de liaison à l’ADN similaires 
à celles de Rpf2p. (A) Figure issue de Nelson et al., 2006. Fpr4p est associée à la 
chromatine in vivo. Des expériences de ChIP ont été réalisées à partir d’une souche exprimant 
Fpr4p-Flag. Différents loci sont analysés en PCR quantitative. RPL23B et MPP10 : régions 
transcrites, HSP12, HIS4 et MET16 : régions non transcrites, CHV : région intergénique, 
HMR : région impliquée dans la détermination du type sexuel. (B, C) Figure issue de Jones 
et al., 2007. (B) Chd1p est associée à l’ADNr. (C) L’association de Chd1p aux séquences 
d’ADNr est augmentée en absence d’ARN (+A). 
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purifications de type TAP de composants des particules pré-60S tels que Mak11p (Saveanu et 
al., 2007), Nog1p (Saveanu et al., 2003), Nsa1p (Kressler et al., 2008) et Rix1p  (Bassler et 
al., 2010). Fpr4p semble donc faire partie des particules pré-60S et de manière intéressante, 
des expériences de ChIP ont montré que comme Rpf2p, Fpr4p interagit avec différents types 
de séquences d’ADN nucléaire et en particulier avec l’ADNr (Nelson et al., 2006) (Figure 
23A). Fpr4p est requise pour la mise en silence d’un gène rapporteur transcrit par l’ARN 
polymérase II intégré dans le locus de l’ADNr (Kuzuhara and Horikoshi, 2004), suggérant 
que Fpr4p pourrait être impliquée dans des mécanismes de modification de la chromatine de 
l’ADN ribosomique. Les interactions observées en ChIP entre Fpr4p et la chromatine décrites 
par Nelson et ses collaborateurs (Nelson et al., 2006) sont très similaires à celles que nous 
avons obtenues avec Rpf2p. Fpr4p semble en effet aussi associée à des régions transcrites, 
non-transcrites, inter-géniques et aux régions impliquées dans la détermination du type sexuel 
(Figure 23A). La protéine Chd1p interagit aussi avec l’ADN ribosomique dans des 
expériences de ChIP (Figure 23B) et cette interaction est augmentée suite à un traitement à la 
RNase A de façon très similaire à ce que nous observons avec Rpf2p (Figure 23C) (Jones et 
al., 2007). L’ensemble de ces données suggèrent que Rpf2p pourrait être impliquée dans des 
modifications de la chromatine nucléaire en lien avec l’activité transcriptionnelle en plus de sa 
fonction dans la maturation de la grande sous-unité ribosomique. 
 
Pour explorer cette piste, j’ai vérifié dans un premier temps les interactions physiques 
entre Rpf2p et Set2p, Fpr4p et Chd1p par des expériences d’immunoprécipitation dirigées 
(Figure 24). Pour cela j’ai étiqueté la protéine Rpf2p avec l’épitope 3HA dans des souches 
commerciales exprimant des versions étiquetées TAP de Set2p, Fpr4p ou Chd1p. Les 
protéines étiquetées TAP ont été isolées sur des matrices d’IgG-Sépharose et la présence de 
Rpf2p-3HA parmi les protéines co-immunoprécipitées a été révélée par Western blot avec un 
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Figure 24. Rpf2p interagit avec les facteurs Set2p et Fpr4p impliqués dans des 
modifications de la chromatine. Expériences d’immunoprécpitation à partir d’extraits totaux 
des souches BY4741, SET2::TAP RPF2::3HA, FPR4::TAP RPF2::3HA ou CHD1::TAP 
RPF2::3HA sur une matrice IgG-Sepharose (IgG-Seph) ou Sepharose non couplée à des 
anticorps (Seph.) en contrôle. Environ 20% des protéines retenues dans l’échantillon purifié 
(IP) et 1,5% des protéines de l’extrait total (input) ont été analysées en Western blot avec 
l’anticorps PAP pour détecter les protéines étiquetées TAP, l’anticorps anti-HA couplé à la 
HRP pour détecter Rpf2p-3HA et l’anticorps spécifique de Lcp5p en contrôle. 
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anticorps anti-HA. Rpf2p est retrouvée enrichie dans les précipités obtenus avec Set2p-TAP 
et Fpr4p-TAP, en comparaison aux expériences contrôles n’exprimant pas de protéine 
étiquetée TAP ou utilisant de la Sépharose seule, non conjuguée à des IgG. En revanche, 
Rpf2p n’est pas détectable dans le précipité obtenu avec Chd1p-TAP. Ces expériences 
suggèrent que Rpf2p interagit physiquement au moins avec Set2p et Fpr4p. Un autre facteur 
impliqué dans la synthèse des ribosomes, Lcp5p, n’est pas co-immunoprécipité avec ces 
facteurs de remodelage de la chromatine dans les mêmes conditions. Ces interactions 
physiques entre Rpf2p et des facteurs impliqués dans la modification de l’histone H3, 
combinées à nos résultats de ChIP suggèrent que Rpf2p pourrait avoir une fonction dans les 
modifications de la chromatine en relation avec la transcription. 
 
7. Identification exhaustive des partenaires physiques de Rpf2p par purification 
de type TAP en présence de BET 
 
Pour tenter d’identifier de manière plus exhaustive d’éventuels partenaires 
chromatiniens de Rpf2p j’ai effectué une purification de type TAP en présence de bromure 
d’éthidium (BET) pour favoriser l’immunoprécipitation des facteurs liés à la chromatine. Les 
protéines co-purifiées avec Rpf2p en présence de BET ont été identifiées par spectrométrie de 
masse (Figure 25). La majorité des protéines retrouvées associées avec Rpf2p sont des 
composants connus des particules pré-ribosomiques pré-60S. On note également la présence 
de quelques facteurs de la particule de 90S en accord avec le fait que Rpf2p est recrutée très 
tôt dans les particules pré-ribosomiques (Zhang et al., 2007). De manière intéressante, une 
sous-unité de l’ARN polymérase I, Rpa49p, est retrouvée associée à Rpf2p ainsi que des 
facteurs impliqués dans la modification de la chromatine et la transcription de l’ADNr par 
l’ARN polymérase I (en vert sur la figure 25) qui n’avaient jusque là pas été détectés en
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Figure 25. Liste des protéines détectées en spectrométrie de masse suite à la purification 
des complexes contenant Rpf2p-TAP en présence de BET. Les protéines présentées en 
orange sont des composants des particules pré-60S qui semblent aussi requis pour certaines 
étapes de la progression du cycle cellulaire. Les protéines mentionnées en vert sont 
impliquées dans la transcription de l’ADNr ou présentent des liens avec la chromatine de 
l’ADNr. Les protéines inscrites en gris sont des contaminants potentiels aussi identifiés dans 
l’étude de Gavin et ses collaborateurs (Gavin et al., 2002). 
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interaction avec Rpf2p (sauf dans le cas de Fpr4p). Ces partenaires, qui n’avaient pas été mis 
en évidence par des expériences de purification de type TAP classiques, renforcent l’idée que 
Rpf2p pourrait être impliquée dans la transcription de l’ADNr. 
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DISCUSSION 
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Dans cette partie, les études sur RRP36 et HCA66 ayant déjà fait l’objet de discussion 
dans le cadre de la publication ou du manuscrit présentés, je m’attacherai plus 
particulièrement à discuter les résultats concernant l’étude de la protéine Rpf2p. 
 
I. Caractérisation de nouveaux facteurs impliqués dans 
la synthèse des ribosomes 
 
De nombreux facteurs appartenant aux particules pré-ribosomiques et au régulon RRB 
ont déjà été identifiés mais la liste n’est vraisemblablement toujours pas exhaustive et un 
certain nombre de ces facteurs n’ont pas encore été caractérisés. Leur mise en évidence et 
l’étude de leur fonction dans le processus de synthèse des ribosomes sont essentielles à la 
compréhension de ce mécanisme et de son mode de régulation. Durant ma thèse nous avons 
identifié et caractérisé la fonction de Rrp36p, une nouvelle protéine impliquée dans les étapes 
précoces de la synthèse des ribosomes à la fois chez la levure et l’humain. Rrp36p est requise 
pour les étapes précoces de clivage du pré-ARNr. Rrp36p semble être un composant de la 
particule de 90S incorporé de manière concomitante avec la snoRNP U3. L’identification des 
partenaires intimes de Rrp36p par purification de type TAP en conditions stringentes suggère 
que Rrp36p serait étroitement associée au complexe UTP-C au sein de la particule de 90S. 
Les différentes étapes d’assemblage des particules pré-ribosomiques ne sont pas encore bien 
caractérisées. Les nouvelles méthodes de purifications rapides des particules pré-
ribosomiques (Oeffinger et al., 2007b) et la méthode de “CRAC” (Granneman et al., 2009) 
permettant d’identifier les sites de liaison à l’ARNr des différents facteurs d’assemblage de 
ces particules pourraient permettre de mieux comprendre ce processus dans les années à venir. 
Dans la majorité des cas, la fonction des différents facteurs impliqués dans l’assemblage des 
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particules pré-ribosomiques est conservée de la levure à l’homme. La levure est donc toujours 
un très bon modèle d’étude du mécanisme de synthèse des ribosomes eucaryotes du fait que 
cet organisme se prête particulièrement bien aux manipulations génétiques et aux expériences 
de biochimie.  
 
II. Connexions entre la synthèse des ribosomes et la 
progression du cycle cellulaire. 
 
De plus en plus de facteurs impliqués à la fois dans la synthèse des ribosomes et dans 
d’autres processus de la vie cellulaire ont été étudiés. Mes travaux de thèse m’ont permis de 
caractériser une nouvelle protéine humaine et une nouvelle protéine de levure qui semblent 
impliquées à la fois dans la synthèse des ribosomes et la progression du cycle cellulaire. Les 
études auxquelles j’ai participé montrent en effet d’une part que la protéine humaine HCA66 
est impliquée à la fois dans la duplication des centrioles et la synthèse des ribosomes et 
d’autre part que la protéine Rpf2p chez la levure, requise pour la synthèse de la grande sous-
unité ribosomique, semble être nécessaire à la progression du cycle cellulaire. 
 
A. Rôle de la protéine HCA66 dans la duplication des 
centrioles et la synthèse des ribosomes chez l’humain. 
 
Le rôle de HCA66 dans la duplication des centrioles a été caractérisé récemment dans 
des cellules U2OS (Fant et al., 2009). Lors de notre étude nous avons montré que dans les 
cellules HeLa, la protéine HCA66 est localisée au niveau du centrosome et très enrichie dans 
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les nucléoles (Figure 1A du manuscrit HCA66). L’expression dans des cellules HeLa et 
U2OS d’une version tronquée de HCA66, HCA661-86, induit des défauts de mitose (Figure S1 
du manuscrit HCA66). Cependant ce mutant n’entraîne pas de défaut de maturation des pré-
ARNr dans les cellules HeLa (Figure 9 du manuscrit HCA66). Un défaut de duplication des 
centrosomes et par conséquent de mitose n’entraîne donc pas de défaut de synthèse des 
ribosomes. Ces observations suggèrent que ces processus cellulaires fondamentaux ne sont 
pas intimement connectés dans les cellules humaines. D’autre part, la fonction de HCA66 
dans chacun de ces processus semble être indépendante puisque les deux fonctions peuvent 
être découplées. Il serait intéressant de déterminer si certains mutants ponctuels de HCA66 qui 
affectent la synthèse des ribosomes (Figure 8 du manuscrit HCA66) affectent ou non la 
duplication des centrioles. Ceci permettrait de déterminer si la fonction biochimique de 
HCA66 dans la synthèse des ribosomes et la duplication des centrioles est identique ou 
différente. 
La dualité fonctionnelle de HCA66 dans la synthèse des ribosomes et la duplication 
des centrioles ne semble pas être conservée chez les eucaryotes unicellulaires. Chez la levure 
S. cerevisiae en effet, la protéine Utp6p ne semble pas impliquée dans la duplication des SPB 
et dans des cellules de S. pombe, nous n’avons pas pu détecter l’homologue de HCA66 
(SpUtp6) au niveau des SPB (résultats non présentés). De manière intéressante, du point de 
vue évolutif, les levures S. pombe et S. cerevisiae sont aussi éloignées l’une de l’autre que de 
l’humain. Une hypothèse pourrait être que les protéines HCA66 et Utp6p dérivent d’une 
protéine ancestrale impliquée uniquement dans la synthèse des ribosomes qui aurait acquis 
une dualité fonctionnelle au cours de l’évolution uniquement chez les eucaryotes 
pluricellulaires. Alternativement, il se pourrait aussi que la protéine ancestrale ait présenté la 
dualité fonctionnelle en question mais que celle-ci ait été perdue au cours de l’évolution chez 
les eucaryotes unicellulaires. Pour éclaircir cette question, il serait intéressant d’étudier les 
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homologues de cette protéine chez d’autres organismes modèles afin de déterminer dans quels 
organismes la protéine présente la double fonction et dans quels organismes la protéine est 
impliquée seulement dans la synthèse des ribosomes.  
Cette acquisition ou perte de dualité fonctionnelle pourrait aussi être le reflet de la 
modification d’un partenariat entre HCA66 et une protéine, apparue ou disparue au cours de 
l’évolution, appartenant au matériel péri-centriolaire. On peut imaginer que cette protéine 
pourrait alors permettre le rapprochement de HCA66 des centrioles où sa fonction pourrait 
être utile. Il serait donc également intéressant de comparer les facteurs impliqués dans la 
duplication des centrosomes ou dans la synthèse des ribosomes, interagissant intimement avec 
HCA66 dans divers organismes.  
 
B. Rôle du facteur Rpf2p dans la synthèse des ribosomes 
et la progression de la phase S chez la levure 
 
Rpf2p interagit avec des composants du complexe d’initiation de la réplication, 
Orc2p et Orc6p (Figure 14). Les expériences d’immunoprécipitation permettant de mettre 
en évidence ces interactions ont été effectuées en présence de BET afin de faciliter la 
dissociation des protéines associées à l’ADN et, par conséquent, leur immunoprécipitation. 
Cependant le BET s’intercale dans toutes les structures bicaténaires d’acides nucléiques, pas 
spécifiquement dans l’ADN. L’utilisation de ce produit dans ces expériences pourrait donc 
également interférer avec des interactions ARN/ARN ou protéine/ARN au sein des particules 
pré-ribosomiques. Dans ces conditions expérimentales les pré-ribosomes ne paraissent 
cependant pas complètement déstructurés puisque l’on détecte la présence d’autres 
composants des particules pré-ribosomiques, en particulier des particules 90S et pré-60S dans 
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les fractions contenant Rpf2p-TAP purifiée en présence de BET (Figure 25). Il serait 
intéressant d’effectuer ces mêmes expériences en absence de BET afin de déterminer si les 
composants du complexe ORC sont également associés à Rpf2p dans ces conditions. Un 
crible d’interactions physiques à grande échelle (Krogan et al., 2006) suggère que Rpf2p 
interagit physiquement avec Orc6p même en absence de BET. Les conditions 
d’immunoprécipitation utilisant le BET ne semblent donc pas entraîner de fortes 
modifications de composition des complexes par rapport aux conditions courantes de 
purification. La purification dans les mêmes conditions d’autres facteurs d’assemblage des 
particules pré-ribosomiques devra être effectuée pour pouvoir comparer les résultats obtenus 
avec Rpf2p et s’assurer de la spécificité des interactions physiques mises en évidence. Il serait 
également intéressant d’étudier la localisation subcellulaire de Rpf2p au cours du cycle 
cellulaire afin de mettre en évidence d’éventuels changements de localisation qui pourraient 
éclairer sur la fonction extra-ribosomique de la protéine. Dans ce contexte, l’étude des 
interactions physiques entre Rpf2p et les composants du complexe ORC au cours du cycle 
cellulaire serait également intéressante. 
 
La progression de la phase S est perturbée en l’absence de Rpf2p. Dans des 
cultures de cellules asynchrones la répression de l’expression de RPF2 entraîne une 
accumulation de cellules avec un seul contenu en ADN (Figure 16). Ce phénotype est aussi 
observé en inhibant l’expression d’autres protéines impliquées dans la synthèse des ribosomes 
puisque, comme cela a été abordé dans l’introduction, il semble qu’il existe un mécanisme de 
surveillance en phase G1 qui entraîne un arrêt du cycle à la transition START en réponse à 
des défauts de synthèse des ribosomes. Dans le cas de Rpf2p cependant, l’augmentation de la 
proportion de cellules avec un seul contenu en ADN est visible dès 6 heures après traitement 
de la souche TET::RPF2 avec de la doxycycline alors que les défauts de maturation des pré-
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ARNr et en particulier l’accumulation des pré-ARNr 27S, n’apparaissent qu’à partir de 8 à 10 
heures après le début du traitement (résultats non présentés). Ces données suggèrent que 
l’accumulation des cellules avec un seul contenu en ADN suite à la perte d’expression de 
Rpf2p n’est pas due à un défaut de synthèse des ribosomes. Dans des cellules synchronisées 
après le passage de la transition G1/S grâce à l’utilisation d’hydroxyurée, nous observons un 
défaut de progression de la phase S environ 6 heures après le début du traitement à la 
doxycycline (Figure 18A) suggérant que Rpf2p est nécessaire à une progression optimale de 
la phase S. Cependant, dans cette expérience de synchronisation, le temps de traitement par 
les drogues qui arrêtent le cycle cellulaire et le temps de traitement visant à réprimer 
l’expression de Rpf2p sont relativement longs et sont donc difficiles à combiner. 
L’expérience de Western blot effectuée sur les extraits obtenus à partir d’aliquots de cultures 
prélevés à différents temps au cours de cette expérience (Figure 18B) permet d’observer 
l’accumulation de Rpf2p et donc les conditions dans lesquelles est effectuée la 
synchronisation. Les niveaux d’accumulation observés devraient toutefois être comparés au 
niveau d’accumulation de la protéine Rpf2p endogène afin de s’assurer que la synchronisation 
a bien lieu en présence d’un niveau suffisant de protéine et que la relâche du cycle a bien lieu 
en conditions de déficit en protéine Rpf2p. Dans les études concernant les protéines Noc3p et 
Nop7p (Du and Stillman, 2002; Zhang et al., 2002), le système “degron” utilisé permet une 
perte d’expression très rapide de la protéine d’intérêt ainsi que la dégradation par le 
protéasome de la protéine déjà produite. Il a donc été plus simple de combiner cette perte 
d’expression aux expériences de synchronisation. Malheureusement la souche permettant 
l’expression de Rpf2p en fusion avec le système “degron” n’est pas commercialisée et toutes 
nos tentatives de construction de cette souche sont restées infructueuses car la fusion de la 
cassette “degron” à l’extrémité N-terminale de Rpf2p affecte la fonction de la protéine même 
en conditions permissives. Un autre problème posé par ces expériences de synchronisation est 
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qu’une synchronisation n’est jamais efficace sur 100% des cellules en culture. Même si dans 
mes expériences j’ai obtenu de très bons taux de synchronisation (de 70% à 85%) la fraction 
de cellules non synchronisées pourrait atténuer les phénotypes observés. Une séparation des 
cellules dans les différentes phases du cycle cellulaire par un tri basé sur la taille des cellules 
(élutriation), permettrait de s’affranchir en partie de ce problème.  
 
Rpf2p interagit avec l’ADN nucléaire probablement par l’intermédiaire de son 
domaine “σ70-like”. Les expériences d’immunoprécipitation de chromatine effectuées avec la 
protéine Rpf2p suggèrent fortement qu’elle interagit avec l’ADN nucléaire et pas seulement 
au niveau des séquences ARS ou de l’ADNr (Figure 19). Des expériences réalisées dans les 
mêmes conditions avec la protéine Noc3p étiquetée avec l’épitope 3HA ne nous ont pas 
permis de reproduire les résultats décrits dans la littérature pour la protéine Noc3p (Zhang et 
al., 2002), à savoir une interaction spécifique avec les séquences ARS. Une étude focalisée 
sur la protéine Noc3p chez la levure S. pombe a par ailleurs remis en question le rôle de la 
protéine dans le processus d’initiation de la réplication (Houchens et al., 2008). Dans le cas de 
l’ADN ribosomique, les interactions de Rpf2p avec la chromatine ne semble pas résulter de 
son recrutement co-transcriptionnel dans les particules pré-ribosomiques puisque ces 
interactions sont préservées, et même augmentées, suite à un traitement à la RNase A (Figure 
21). Le fait que Rpf2p soit associée à toutes les séquences d’ADN nucléaire testées suggère 
qu’elle pourrait être impliquée dans des mécanismes de modification de la chromatine. Les 
interactions observées en ChIP entre Rpf2p et la chromatine sont très similaires à celles 
décrites dans la littérature pour la protéine Fpr4p (Figure 23A, (Kuzuhara and Horikoshi, 
2004; Nelson et al., 2006)). Comme Rpf2p, Fpr4p est vraisemblablement aussi un composant 
des particules pré-ribosomiques pré-60S et Fpr4p semble aussi interagir avec l’ADNr et 
d’autres régions de l’ADN nucléaire (Figure 23A, (Kuzuhara and Horikoshi, 2004; Nelson et 
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al., 2006)). Par ailleurs, l’absence de Fpr4p lève partiellement la mise en silence d’un gène 
rapporteur inséré dans l’ADNr ce qui suggère que Fpr4p intervient dans des mécanismes de 
régulation de la structure chromatinienne de l’ADNr (Kuzuhara and Horikoshi, 2004). Ces 
résultats et le fait que Rpf2p et Fpr4p interagissent physiquement, pourraient suggérer que 
Rpf2p est elle-même impliquée dans de tels mécanismes. 
Des données de cribles d’interactions physiques à grande échelle suggèrent que Rpf2p 
interagit par ailleurs avec Chd1p (Krogan et al., 2006). Chd1p est une protéine impliquée dans 
la régulation de la transcription par l’ARN polymérase II et la réplication de l’ADN et il a été 
montré plus récemment que Chd1p est présente au niveau de la chromatine de l’ADN 
ribosomique (Figure 23B, (Jones et al., 2007)). De façon similaire à ce que nous observons 
avec Rpf2p, l’association de Chd1p avec la chromatine de l’ADNr est augmentée suite à un 
traitement à la RNase, suggérant que Chd1p interagit directement avec l’ADNr (Figure 23C, 
(Jones et al., 2007)). Chez l’homme il a été démontré que CHD1 interagit avec l’histone H3 
(Flanagan et al., 2005). Chez la levure en revanche, cette interaction est controversée (Okuda 
et al., 2007; Pray-Grant et al., 2005; Sims et al., 2005). Ces similarités entre Rpf2p et Chd1p 
sont d’autres indices qui suggèrent un rôle direct de Rpf2p dans certains mécanismes de 
modification de la chromatine. Dans nos conditions expérimentales toutefois, nous n’avons 
pas réussi à montrer l’existence d’une interaction physique entre Rpf2p et Chd1p (Figure 24). 
Rpf2p et Fpr4p interagissent également avec la protéine Set2p, une histone méthyl-
transférase spécifique de la lysine 36 de l’histone H3 et associée à une activation 
transcriptionnelle de gènes transcrits par l’ARN polymérase II (Schaft et al., 2003). Fpr4p 
intervient dans l’isomérisation de la proline 38 de l’histone H3 et il a été proposé que cette 
isomérisation empêche la méthylation de la lysine 36 de cette même histone par Set2p 
(Nelson et al., 2006). L’étude du niveau de méthylation de la lysine 36 de l’histone H3 en 
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présence ou en absence de Rpf2p permettrait de définir si Rpf2p joue aussi un rôle dans cette 
modification de la chromatine.  
Plusieurs hypothèses pourraient être proposées pour rendre compte de l’interaction 
entre Rpf2p et la chromatine nucléaire. Mes expériences préliminaires semblent indiquer que 
Rpf2p a la capacité d’interagir avec l’ADN in vitro et cette interaction semble nécessiter le 
domaine “σ70-like” (Figure 22). Je n’ai présenté que les résultats obtenus avec un 
oligonucléotide d’ADN de 46 nucléotides mais il est important de mentionner que les mêmes 
résultats ont été obtenus avec un ADN bicaténaire de 46 nucléotides ainsi qu’avec des ADN 
mono- ou bicaténaires de 100 nucléotides. Ce domaine est dérivé du domaine de fixation à 
l’ADN du facteur de transcription procaryote σ70 et il a été montré qu’il est impliqué dans la 
fixation de Rpf2p à l’ARN in vitro (Wehner and Baserga, 2002). Cependant, dans cette étude, 
l’interaction potentielle de Rpf2p avec de l’ADN bicaténaire n’a pas été étudiée. Il serait 
intéressant de comparer l’affinité de Rpf2p pour l’ARN et l’ADN in vitro ainsi que l’affinité 
d’une version de Rpf2p altérée au niveau du domaine “σ70-like”. Dans cette étude les auteurs 
montrent également que le domaine “σ70-like” est essentiel à la viabilité cellulaire. Mes 
expériences préliminaires in vitro semblent montrer que les trois acides aminés les plus 
conservés de ce domaine (E225, I226 et G227) sont impliqués dans l’interaction de Rpf2p avec 
l’ADN et par conséquent potentiellement dans sa fonction. Il serait intéressant de tester si in 
vivo la substitution de ces acides aminés par des alanines est létale, tout comme l’absence du 
domaine “σ70-like”. 
L’interaction entre Rpf2p et la chromatine pourrait résulter d’une interaction physique 
entre Rpf2p et les protéines histones ou avec des facteurs impliqués dans la modification de la 
chromatine tels que Fpr4p, Set2p ou Chd1p. L’interaction potentielle de Rpf2p avec les 
protéines histones pourrait être analysée in vitro à partir de protéines purifiées. Par ailleurs, 
j’ai construit des souches de levure exprimant Rpf2p étiquetée avec l’épitope 3HA et par 
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ailleurs dépourvues des gènes non essentiels FPR4 ou SET2 ou exprimant CHD1 de manière 
conditionnelle. Des expériences de ChIP utilisant ces souches permettront de déterminer si 
Rpf2p interagit toujours avec l’ADN nucléaire en l’absence de ces facteurs. Inversement, j’ai 
également construit des souches de levure permettant de déterminer si l’interaction de Fpr4p, 
Set2p et Chd1p avec la chromatine dépend ou non de la présence de la protéine Rpf2p. 
 
Rpf2p pourrait être impliquée dans la régulation de la transcription par l’ARN 
polymérase I. La purification de Rpf2p-TAP en présence de BET a révélé des interactions 
avec des protéines en relation avec la transcription de l’ADNr par l’ARN polymérase I 
(Figure 25) qui n’avaient pas été identifiées lors de purifications de type TAP classiques à 
grande échelle. La spécificité de ces interactions doit être vérifiée par comparaison avec les 
purifications, dans les mêmes conditions, d’autres facteurs impliqués dans la synthèse de la 
grande sous-unité ribosomique et par des expériences d’immunoprécipitations dirigées. De 
manière intéressante, des expériences de Northern blot et de pulse chase décrites dans la 
littérature montrent que le niveau d’accumulation du pré-ARNr de 35S est réduit de manière 
significative dans des cellules dépourvues de Rpf2p en comparaison avec des cellules 
sauvages ou des cellules dépourvues d’une autre protéine à domaine “BRIX”, Rpf1p (Morita 
et al., 2002; Wehner and Baserga, 2002). Par ailleurs, l’absence de Rpf2p induit une 
diminution de la production de l’ARNr 25S mais affecte aussi dans une moindre mesure la 
production de l’ARNr 18S (Morita et al., 2002; Wehner and Baserga, 2002). Ces données 
pourraient suggérer qu’en plus de sa fonction dans la maturation de la particule pré-60S, 
Rpf2p pourrait aussi être requise pour la transcription par l’ARN Pol. I. Le rôle de Rpf2p dans 
la transcription par l’ARN Pol. I pourra être analysé grâce à des expériences de “Run-On”. Il 
serait également intéressant de comparer les phénotypes induits par l’absence de Rpf2p à ceux 
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induits par des mutations dans des gènes codant des facteurs impliqués dans la transcription 
par l’ARN Pol. I. 
  
La dualité fonctionnelle de Rpf2p pourrait être conservée chez les eucaryotes. 
L’homologue humain de Rpf2p, RPF2/BXDC1, est retrouvé dans les nucléoles de cellules 
HeLa, suggérant que la fonction de la protéine dans la synthèse des ribosomes est conservée 
de la levure aux cellules de mammifères (Hirano et al., 2009). L’inhibition de l’expression de 
RPF2/BXDC1 par interférence à l’ARN induit une diminution du nombre de centres 
fibrillaires dans les nucléoles et l’apparition de structures aberrantes. Ces structures sont aussi 
retrouvées lorsque la transcription par l’ARN Pol. I est inhibée par un traitement à 
l’actinomycine D (Hernandez-Verdun, 2006), suggérant que BXDC1 pourrait également être 
impliquée dans la transcription par l’ARN Pol. I. En revanche la localisation aux nucléoles de 
BXDC1 est dépendante de la présence d’ARN et suite à un traitement utilisant de faibles 
concentrations d’actinomycine D, la mobilité de BXDC1 est augmentée. Ce résultat suggère 
que comme Rpf2p, BXDC1 pourrait être associée aux pré-ARNr naissants et participer à leur 
maturation. La fonction de Rpf2p/BXDC1 dans la synthèse des ribosomes semble donc 
conservée, cependant une étude plus approfondie des effets de l’absence de BXDC1 sur la 
maturation des pré-ARNr est nécessaire pour déterminer si ces deux protéines interviennent 
dans les mêmes étapes de la synthèse des ribosomes. De plus le rôle de BXDC1 dans la 
transcription par l’ARN Pol. I reste à éclaircir. 
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MATERIEL ET METHODES
 238 
 
Tableau 1. Séquences des oligonucléotides utilisés pour l’étude de Rpf2p. 
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Pour l’étude des protéines Rrp36p et HCA66/Utp6p se référer à la publication et au 
manuscrit respectivement. 
 
Tous les oligonucléotides utilisés dans cette étude sont regroupés dans le tableau 1.  
 
1. Souches et milieux 
 
Les souches de levure utilisées dans cette étude sont dérivées de la souche de S. 
cerevisiae BY4741 provenant du fond génétique S288C (MATa his3_1 leu2_0 met15_0 
ura3_0). Les souches commerciales RPF2::TAP, RIX1::TAP, ARX1::TAP, SET2::TAP, 
FPR4::TAP et CHD1::TAP ont été achetées chez Open Biosystems. Dans ces souches 
l’étiquette TAP (“Tandem Affinity Purification”) a été sélectionnée par l’utilisation du 
marqueur HIS3MX6. Les souches RPF2::3HA, ORC2::3HA, ORC6::3HA et RIX1::3HA (où 
HA est l’épitope de l’hémaglutinine de la grippe), exprimant ces protéines avec l’étiquette 
3HA sous le contrôle de leurs promoteurs endogènes, ont été générées de la manière 
suivante : un fragment PCR contenant la séquence de l’étiquette 3HA et le gène de la 
résistance à la kanamycine (kanrMX6) comme marqueur de sélection a été amplifié à partir du 
plasmide pFA6a-3HA-KanMX6 en utilisant les paires d’oligonucléotides OMG017/OMG018, 
OHA175/OHA176, OHA177/OHA178, OMG045/OMG046 respectivement et inséré par 
recombinaison homologue en aval des phases ouvertes de lectures (ORF) des gènes cibles 
dans la souche BY4741 comme décrit par Longtine et ses collaborateurs (Longtine et al., 
1998). Les souches SET2::TAP RPF2::3HA, FPR4::TAP RPF2::3HA et CHD1::TAP 
RPF2::3HA ont été produites de la même manière mais le fragment PCR contenant la 
séquence de l’étiquette 3HA et le gène kanrMX6 amplifié avec la paire d’oligonucléotides 
OMG017/OMG018 a été inséré en aval du gène RPF2 dans les souches SET2::TAP, 
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FPR4::TAP ou CHD1::TAP respectivement. Les souches RPF2::TAP ORC2::3HA, 
RPF2::TAP ORC6::3HA ont été produites en insérant le fragment PCR contenant la séquence 
l’étiquette 3HA et le gène kanrMX6 ciblant l’ORF ORC2 (oligonucléotides 
OHA175/OHA176) ou ORC6 (oligonucléotides OHA177/OHA178) en aval des gènes cibles 
dans la souche RPF2::TAP. Il a été procédé de même pour les souches RIX1::TAP 
ORC2::3HA, RIX1::TAP ORC62::3HA, ARX1::TAP ORC2::3HA et ARX1::TAP ORC6::3HA. 
La souche GAL1::3HA::RPF2, exprimant 3HA-Rpf2p sous contrôle du promoteur GAL1, a 
été construite de la manière suivante : un fragment PCR contenant la séquence du gène 
kanrMX6 comme marqueur de sélection, le promoteur GAL1 et l’étiquette 3HA a été amplifié 
par PCR à partir du plasmide pFA6a-GAL1-3HA-KanMX6 avec les oligonucléotides 
OMG019 et OMG020. Ce fragment a été inséré par recombinaison homologue en amont de 
l’ORF RPF2 dans la souche BY4741 conduisant à l’élimination de 50 nucléotides en amont de 
l’ORF dans le promoteur de RPF2 et à la fusion de la séquence de l’étiquette 3HA dans la 
phase de lecture de l’ORF. Quand cette souche est cultivée dans un milieu contenant 2% de 
galactose la souche GAL1::3HA::RPF2 a le même temps de génération que la souche sauvage 
(BY4741) suggérant que la surexpression induite par le promoteur GAL1 dans ce milieu et 
l’étiquette 3HA fusionnée à la partie amino-terminale de Rpf2p n’affectent pas sa fonction. 
Les oligonucléotides utilisés pour la construction de ces souches ont été choisis par la 
méthode décrite dans (Longtine et al., 1998). 
Pour générer la souche TET::RPF2, exprimant Rpf2p de manière conditionnelle, une 
cassette PCR contenant le marqueur de sélection kanrMX6 et le promoteur TET amplifiée à 
partir du plasmide pCM225 par les oligonucléotides OMG009 et OMG010 a été insérée par 
recombinaison homologue en amont de l’ORF RPF2. Comme l’insertion du promoteur GAL1, 
l’insertion de ce fragment PCR entraîne l’élimination de 50 nucléotides du promoteur 
endogène. Enfin la souche TET::RPF2 bar1::HIS a été générée en insérant un fragment PCR 
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contenant le marqueur d’auxotrophie de l’histidine (HIS) amplifié par les oligonucléotides 
BAR1_F1 et BAR1_R1 à partir du plasmide pFA6a-HIS3MX6 par recombinaison homologue 
au niveau de l’ORF BAR1 dans la souche TET::RPF2. Cette insertion conduit à l’inactivation 
de l’ORF BAR1 ce qui facilite la synchronisation des cellules au facteur alpha.  
Les souches sont cultivées en milieu riche YP (1% extrait de levure (Becton-
Dickinson), 1% de bacto-peptone (Becton-Dickinson)) contenant 2% de galactose ou 2% de 
glucose comme source de carbone ou en milieu minimum YNB (0.17% yeast nitrogen base 
(MP Biomedicals), 0.5% (NH4)2SO4) contenant 2% de galactose ou 2% de glucose comme 
source de carbone et les acides aminés requis pour la croissance de la souche. La sélection des 
transformants résistants à la kanamycine est effectuée par l’addition de 0.2mg/ml de G418.  
 
2. Immunoprécipitations  
 
Toutes ces expériences se déroulent à 4°C sauf les élutions. Les expériences 
d’immunoprécipitations en présence de BET sont dérivées de (Du and Stillman, 2002). Les 
culots de cellules congelés dans l’azote liquide correspondant à environ 5 x 109 cellules sont 
cassés dans un broyeur planétaire (Pulverisette 6; Fritsch) en présence d’environ 25ml de 
billes de verres (Sigma) et de tampon L200 (20mM Tris-HCl pH7.8, 10mM MgCl2, 1mM 
EDTA, 1mM EGTA, 5% Glycérol, 0.1% Triton X-100, 200mM (NH4)2SO4) contenant 1% de 
cocktail d’inhibiteurs de phosphatases (Phosphatase inhibitor cocktail 2, ref P5726, Sigma), 
1X de cocktail d’inhibiteurs de protéases sans EDTA (complete EDTA-free protease inhibitor 
cocktail, Roche) et 300µg/ml BET (10mg/ml, ref ETBC1001, QBiogen). Les cellules sont 
cassées par 2 fois 5min à 500rpm avec 1min de pose entre les deux séries. L’extrait est ensuite 
clarifié pendant 5min à 5000rpm, 4°C (Eppendorf centrifuge 5804R). L’extrait clarifié (5ml) 
est incubé avec 100µl de billes de sépharose (GE Healthcare) préalablement équilibrées dans 
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du L200 pendant 30min à 4°C sur un plateau basculant, dans un tube de 15ml, à deux reprises 
et récupéré par centrifugation 30s 10000rpm (Eppendorf centifuge 5810R). Des aliquots de 
50µl sont prélevés pour les inputs et conservés en glace. Environ la moitié de l’extrait (2.5ml) 
est incubé avec 50µl de billes sépharose couplées à des IgG (GE Healthcare) préalablement 
équilibrées dans du L200 dans une colonne (ref 731-1550, Biorad) pendant 1h à 4°C sur un 
plateau basculant. Un aliquot de 250µl d’extrait est également incubé avec 50µl de matrice 
anti-HA (Anti-HA Affinity Matrix, ref. 11815016001, Roche) préalablement équilibrés dans 
du L200 dans un tube pendant 1h à 4°C sur un plateau basculant. La fraction non liée est 
éliminée par gravité. Les billes IgG-sépharose sont lavées une première fois avec 14 volumes 
de L200 contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases (1X), la matrice anti-HA par 7 fois 4 
volumes de L200 contenant un cocktail d’inhibiteurs de protéases (1X) avec un pulse à 
10000rpm entre chaque lavage pour éliminer le surnageant. Au dernier lavage tout le 
surnageant est éliminé pour les colonnes et les Eppendorfs, 50µl de tampon protéines SDS 2X 
(100mM Tris-HCl (pH6.8), 4% SDS, 0.2% Bleu de Bromophénol, 20% Glycérol) sont ajoutés 
pour l’élution à température ambiante pendant 5min. L’éluat est alors récupéré et congelé en 
même temps que les inputs conservés en glace.  
Les expériences d’immunoprécipitation en absence de BET sont dérivées de (Rigaut et 
al., 1999). Les culots de cellules correspondant à environ 7x109 cellules sont resuspendus 
dans environ 1 volume de tampon A200-KCl froid (20mM Tris-HCl (pH8.0), 5mM MgAc, 
200mM KCl, 0.2% Triton X-100) contenant 1mM DTT, 1X de cocktail d’inhibiteurs de 
protéases sans EDTA (complete EDTA-free protease inhibitor cocktail, Roche) et 0.1U/µl de 
RNasin (Promega). Environ 250µl de billes de verre froides (Sigma) sont ajoutées à des 
aliquots de 500µl de cellules resuspendues dans un tube Eppendorf 1,5ml. Les cellules sont 
cassées par une agitation vigoureuse à trois reprises pendant 2min, séparées par des 
incubations de 2min en glace. Les extraits sont clarifiés par trois centrifugations successives à 
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13000rpm à 4°C pendant 5min (Eppendorf centrifuge 5415D) et quantifiés en mesurant 
l’absorbance à 260nm. Environ 60 unités de DO260nm sont incubées 2h à 4°C avec 15µl d’IgG-
sépharose (GE Healthcare) dans un volume total de 1ml ajusté avec le même tampon A200-
KCl contenant 1mM dithiothreitol (DTT), 1X de cocktail d’inhibiteurs de protéases sans 
EDTA (complete EDTA-free protease inhibitor cocktail, Roche) et 0.1U/µl de RNasin 
(Promega) sur un plateau basculant. Les billes sont rincées 5 fois avec 1ml de tampon A200-
KCl froid contenant 1mM de DTT et 1X de cocktail d’inhibiteurs de protéases sans EDTA et 
2 fois avec 1ml de tampon A200 NaCl (20 mM Tris-Cl [pH 8.0], 5 mM MgAc, 200 mM 
NaCl, 0.2% Triton X-100) contenant 1 mM de DTT et 1X de cocktail d’inhibiteurs de 
protéases sans EDTA. Les billes sont resuspendues directement avec du tampon protéines 
SDS 2X (100mM Tris-HCl (pH6.8), 4% SDS, 0.2% Bleu de Bromophénol, 20% Glycérol) 
ajouté pour l’élution à température ambiante pendant 5min. L’éluat est alors récupéré et 
congelé en même temps que les inputs conservés en glace.  
 
3. Synchronisations de cellules et reprise du cycle cellulaire 
  
Pour la synchronisation au facteur alpha (α1-Mating Factor acetate salt, ref. T6901, 
Sigma) des cellules TET::RPF2 bar1::HIS sont mises en culture à 2 x 106 cellules/ml dans du 
YP contenant 2% de glucose et de 25µg/ml de doxycycline (D9891, Sigma) diluée dans 
l’EtOH 50% ou la même quantité d’EtOH 50% en contrôle (Figure 26A). Les cultures sont 
incubées à 30°C sous agitation jusqu’à ce qu’elles atteignent la phase exponentielle de 
croissance (environ 8 x 106 cellules/ml), soit 4h plus tard. Le facteur alpha est alors ajouté aux 
cultures à 0.1µg/ml et les cultures remises à incuber pendant 1h30min à 30°C sous agitation. 
A la fin du traitement la synchronisation est vérifiée au microscope, les cellules doivent avoir 
une forme de “schmoo”. Pour permettre la reprise du cycle cellulaire les cellules sont lavées
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Figure 26. Schéma des protocoles de synchronisation des cellules de levure par le facteur 
alpha (A) et par l’hydroxyurée (B). fact. α : facteur alpha, HU : hydroxyurée. 
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dans le même volume de YP contenant 2% de glucose et 25µg/ml de doxycycline diluée dans 
l’EtOH 50% ou la même quantité d’EtOH 50% en contrôle, resuspendues dans ce même 
milieu et remises en culture. Toutes les 15 min un échantillon de 2 x 107 cellules est prélevé et 
traité pour l’analyse en cytométrie en flux.  
Pour la synchronisation à l’hydroxyurée (Hydroxyurea, ref. H8627, Sigma) des 
cellules GAL1::3HA::RPF2 sont mises en culture à 2 x 106 cellules/ml dans du YP contenant 
2% de galactose (Figure 26B). Les cultures sont incubées à 30°C sous agitation jusqu’à ce 
qu’elles atteignent la phase exponentielle de croissance (environ 4 x 106 cellules/ml). Les 
cellules sont alors lavées deux fois par le même volume de YP contenant 2% de glucose (ou 
de 2% de galactose en contrôle) et inoculées à 2 x 106 cellules/ml dans du YP contenant 2% 
de glucose (ou de 2% de galactose en contrôle) et les cultures remises à incuber pendant 3h à 
30°C sous agitation. L’hydroxyurée est alors ajoutée aux cultures à 10mg/ml et les cultures 
incubées pendant 3h supplémentaires dans les mêmes conditions. A la fin du traitement la 
synchronisation est vérifiée au microscope, les cellules doivent être de grande taille. Pour 
permettre la reprise du cycle cellulaire les cellules sont lavées dans le même volume de YP 
contenant 2% de galactose, resuspendues dans ce même milieu et remises en culture. Toutes 
les 15min un échantillon de 2 x 107 cellules est prélevé et traité pour l’analyse en cytométrie 
en flux. Pour vérifier que la synchronisation a bien eu lieu en présence de Rpf2p et la reprise 
du cycle cellulaire en son absence 2 x 107 cellules ont été prélevées au moment du passage en 
milieu contenant du glucose, au début, après 1h30 et à la fin du traitement à l’hydroxyurée. La 
présence de 3HA-Rpf2p dans ces échantillons est analysée en Western blot. 
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4. Analyses en cytométrie en flux 
 
Environ 107 cellules de cultures non synchronisées ou les échantillons prélevés suite 
aux synchronisations sont fixés pendant au moins 15min dans de l’EtOH 70%, collectés par 
centrifugation et resuspendus dans 200mM Tris-HCl pH 7.8. Les cellules sont traitées avec 
10µg/ml de RNase A (Sigma) sur la nuit à 37°C, collectées à nouveau par centrifugation et 
resuspendues dans le Tampon FACs (200mM tris HCl pH7.5, 200mM NaCl, 78mM MgCl2). 
Les cellules agrégées sont séparées par 2 séries de 4 impulsions de sonication (Branson 
Sonifier 250, setting 2 out of 10, 50% output), séparées par une incubation en glace. Les 
cellules sont collectées par centrifugation et resuspendues avec 500µl de Tampon FACs 
contenant 55µg/ml d’iodure de propidium (ref. P4864, Sigma) pour marquer l’ADN. Vingt 
microlitres de cette suspension cellulaire sont ajoutés à 1ml de 50mM Tris-HCl pH7.8 et 
30000 cellules de chaque échantillon sont analysées avec un cytomètre en flux FACscalibur 
(Becton-Dickinson) et le logiciel Cell Quest (Becton-Dickinson, San José, CA, USA). Pour 
quantifier la proportion de cellules dans chaque phase du cycle cellulaire les données brutes 
du cytomètre sont converties en histogrammes grâce au programme WinMDI 2.9 (The 
Scripps Research Institute, San Diego, CA, USA) et ces histogrammes sont quantifiés par le 
logiciel Cylchred 1.0.2 (School of medicine, Cardiff University, UK). 
 
5. Immunoprécipitation de chromatine  
 
Toutes les étapes se déroulent à 4°C et avec des tampons froids sauf pour l’élution. 
Environ 6 x 108 cellules en culture sont fixées avec 1% de formaldéhyde (Fluka) et incubées 
30min à 30°C, 100rpm. De la glycine à une concentration finale de 125mM est ajoutée aux 
cultures qui sont à nouveau incubées 30min à 30°C, 100rpm. Les cellules sont lavées avec 2 
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fois un demi-volume de PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM 
KH2PO4) puis resuspendues dans 1ml de PBS froid et transférées dans des eppendorfs 
siliconés (eppendorf). Les cellules sont culotées par centrifugation (3000rpm, 3min, 4°C), 
resuspendues dans 500µl de tampon de lyse (50mM HEPES-KOH pH7.5, 500mM NaCl, 
1mM EDTA, 1% Triton X-100, 0,1% Na-Deoxycholate, 0,1% SDS) contenant 1X de cocktail 
d’inhibiteurs de protéases sans EDTA (complete EDTA-free protease inhibitor cocktail, 
Roche) et cassées en présence de 500µl de billes en verre froides (Sigma) pendant 45min sur 
un vortex multiple (Disruptor Genie). Les extraits sont récupérés en perçant les eppendorfs 
avec une aiguille 23G et en les plaçant sur de nouveaux tubes. Les deux tubes sont fixés 
ensemble, placés dans un falcon 50ml et centrifugés pendant 5min à 3500rpm, 4°C. Les 
extraits sont ensuite soniqués (Diagenode Bioruptor, puissance : M, ON : 30s, OFF : 1min, 10 
cycles) et clarifiés par une centrifugation à 13000rpm, 5min. Pour les expériences en présence 
de RNaseA (Figure 30) celle-ci est ajoutée à 0.1µg/µl et les échantillons incubés pendant 
30min à 37°C. Un aliquot de 20µl est prélevé pour l’input. 75µl d’extrait sont ajoutés à 125µl 
de tampon de lyse contenant des inhibiteurs de protéase et en présence ou non de 0.75µl 
d’anticorps (4,5µg, Mono HA.11, MMS101P, Babco/Covance/Eurogentec) et incubés sur la 
nuit à 4°C sur une roue. Les complexes immuns formés sont ensuite incubés pendant 1h30 
(1000rpm, 4°C) avec des billes magnétiques couplées à la protéine G (Bio-Adembeads 
Protein G 0433, Ademtech) préalablement équilibrées avec du tampon de lyse. Les billes sont 
ensuite lavées, par des incubations de 10min sur le plateau basculant, 2 fois avec 1ml de 
tampon de lyse, 1 fois avec 1ml de tampon Na-Deoxycholate (10mM Tris-HCl pH 8.0,1mM 
EDTA pH 8.0, 250mM LiCl, 0.5% NP-40, 0,5% Na-Deoxycholate) et 1 fois avec 1ml de 
tampon TE pH8 (50mM Tris-HCl pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0). Les billes sont resuspendues 
avec 50µl de tampon d’élution (50mM Tris-HCl pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0, 1% SDS) 
pendant 15min à 37°C, 1300rpm. L’éluat est transféré dans de nouveaux tubes et incubé à 
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65°C sur la nuit. Les inputs congelés sont incubés de la même manière après ajout de 80µl de 
tampon d’élution. Après incubation il est ajouté 50µl de TE, 1µl Glycogen (20mg/ml, Roche) 
et 0.5µl Proteinase K (20mg/ml , Promega) dans les échantillons ChIP et 100µl de TE, 1µl 
Glycogen et 5µl Proteinase K dans les inputs, le tout est incubé 2h30 à 56°C. A la fin de 
l’incubation 100µl de TE sont ajoutés aux échantillons ChIP pour compléter le volume à 
200µl, les échantillons (ChIP et inputs) sont transférés dans de nouveaux tubes et mélangés à 
200µl de Phenol:Chloroform:Isoamyl alcohol pendant 1min avec un vortex. La phase aqueuse 
est récupérée et les acides nucléiques précipités pendant 3h à -80°C par l’ajout de 18µl de 
NaAc 3M pH 5.2 et 600µl d’EtOH 100%. Le surnageant est récupéré, rincé avec 600µl 
d’EtOH 70% avant d’être séché à l’air libre. Les culots des échantillons ChIP sont repris dans 
125µl d’H2O et les inputs dans 50µl, traités une heure avec 1µl de RNAse A (Sigma) à 37°C. 
Les échantillons sont conservés à -80°C. 
Les échantillons sont analysés en PCR quantitative (qPCR) avec 5µl d’ADN purifié, 
0.5µl de chaque oligonucléotide à 10 µM (voir tableau 1), 7,5µl d’IQ SYBR Green Supermix 
(Biorad) dans un volume final de 15µl. L’ARS416 est amplifiée par le couple 
d’oligonucléotides OHA201/OHA202, l’ADNr 25S par 25S_1/25S_2, la séquence TEL11R 
par OHA256/OHA257, HML par OHA258/OHA259, HMR par OHA260/OHA261, 
ARS1238 par OHA238/OHA239, R2.5 par OHA166/OHA167, GAL10 par 
OHA217/OHA218, CEN5 par OHA250/OHA251, mtDNA par OHA252/OHA253, 2 micron 
par OHA254/OHA255, ARS1200 par OHA234/OHA236, 5’ETS par OHA111/OHA112, 
l’ADNr 25S par OHA143/OHA145 et l’ADNr 18S par 18S_1/18S_2. Le cycle PCR utilisé est 
le suivant : 2min à 50°C, 2min à 95°C, 40 cycles [15s à 95°C, 30s à 58°C, 30s 72°C], 15s à 
95°C, 15s à 55°C, 20min de 55°C à 95°C et enfin 15s à 95°C. Les résultats obtenus sont 
quantifiés en faisant le rapport (IP/input) en présence d’anticorps/ (IP/input) en absence 
d’anticorps. 
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6. Expression de protéines in vitro 
 
La séquence d’ADN codant la forme mutante de Rpf2p a été obtenue par mutagénèse 
dirigée en PCR à partir d’ADN génomique de la souche BY4741. La partie 3’ de l’ORF RPF2 
a été amplifiée par les oligonucléotides OMG024 et OMG049 (portant la mutation), le produit 
PCR généré a été utilisé comme amorce dans une seconde réaction de PCR avec 
l’oligonucléotide OMG023 situé en amont du codon ATG de RPF2. La séquence mutée 
obtenue est digérée par les enzymes Not1 et Nhe1 et insérée dans le vecteur pSCodon1 
(Eurogentec) digéré par les mêmes enzymes créant ainsi le plasmide pSCodon1-Rpf2pσ70-like-
HIS. La séquence sauvage de RPF2 obtenue par amplification PCR avec les oligonucléotides 
OMG023 et OMG024 à partir d’ADN génomique de la souche BY4741 a été insérée de la 
même manière pour obtenir le plasmide pSCodon1-Rpf2p-HIS. La séquence des deux 
plasmides a été vérifiée par séquençage. Les plasmides sont transformés dans la souche SE1 
(Eurogentec) d’E. coli pour produire les protéines étiquetées HIS Rpf2pσ70-like et Rpf2p. Les 
bactéries transformées sont mises en culture à 37°C dans du milieu LB contenant de 
l’ampiciline à 100µg/ml jusqu’à une densité optique à 600nm de 0,5. L’expression des 
protéines recombinantes est induite par 1mM d’isopropyl β-D-thiogalactoside (IPTG) pendant 
3h à 30°C. Les bactéries sont récoltées par centrifugation (6000rpm, 15min, 4°C), lavées dans 
du tampon de purification (10mM Tris pH 7.5, 0.5M NaCl, 10% Glycérol) et congelées à        
-80°C. Les protéines recombinantes produites sont solubles et purifiées de la manière 
suivante : les culots sont décongelés dans 0.1 mM Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), 
0.2% Triton X-100, 10% Glycérol, 5mM β-mercaptoethanol (MeOH) et 1X cocktail 
inhibiteurs de protéases sans EDTA (Roche), soniqués (Branson Sonifier 250) et centrifugés à 
40000g pendant 20min à 4°C (Beckman Coulter). Le lysat est filtré sur 0.45µM et purifié sur 
une colonne His-TRAP HP (GE Healthcare) par un système de chromatographie liquide 
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assistée (AKTAprime, GE Healthcare) et élué par différentes concentrations d’imidazole (ref. 
56748, Sigma) : 50mM, 100mM, 200mM et 500mM. Les fractions éluées avec 500mM 
d’imidazole contenant les protéines recombinantes sont conservées à -80°C. En contrôle les 
lysats de cellules transformées par le vecteur vide pSCodon1 sont traités de la même manière. 
 
7. Test de retard sur gel 
 
Pour les expériences de retard sur gel l’imidazole contenu dans la fraction de protéine 
recombinante purifiée est éliminé sur une colonne Zeba Desalt Spin (Pierce) et la protéine 
éluée dans 20mM Tris-HCl pH8, 10% Glycérol, 0.2% Triton X 100, 100mM KCl, 1mM DTT 
selon le protocole fourni. Différentes concentrations de protéines recombinantes sont obtenus 
par dilution dans ce même tampon et incubées en présence de 1nM ADNsb* (Dbot46 : 
GACAGGAGCACGATCATGCGCACCCGTGGCCAGGACCCAACGCTGC), 1X tampon 
RB (25mM Hepes pH 8, 0.2mM DTT, 2.5mM MgAc2, 0.1mg/ml BSA) et 5% Glycérol 
pendant 15min à 37°C. Les échantillons sont ensuite déposés sur un gel polyacrylamide (19:1) 
8% dans du TBE 1X (90mM Tris base, 90mM Boric acid, 2.5mM EDTA). Les mêmes 
quantités de fractions purifiées à partir du vecteur vide sont aussi incubées dans les mêmes 
conditions en contrôle. Après migration pendant 4h à 20mA et à 4°C, le gel est séché et les 
signaux détectés par autoradiographie.  
 
8. Purification par affinité en tandem (TAP) en présence de BET 
 
Cette expérience se déroule à 4°C sauf pour l’étape d’élution. Les culots de cellules 
congelés dans l’azote correspondant à environ 5 x 1010 cellules sont cassés dans un broyeur 
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planétaire (Pulverisette 6; Fritsch) à deux reprises pendant 5min à 500rpm à 4°C en présence 
de 25ml de billes de verre froides (Glassperlen, 0.75-1mm, Roth) et de 10ml de tampon L200 
(20mM Tris-Hcl pH 7,8, 10mM MgCl2, 1mM EDTA, 1mM EGTA, 5% Glycérol, 0,1% Triton 
X-100, 200mM (NH4)2SO4) contenant 1mM de DTT, 1X de cocktail d’inhibiteurs de 
protéases sans EDTA (Roche), 1X de cocktail 2 d’inhibiteurs de phosphatases (Sigma), de 
0.5U/µl de RNasin (Promega) et de 300µg/ml de BET (10mg/ml, QBiogen). Les extraits 
cellulaires sont clarifiés 2 fois pendant 5min, 5000rpm à 4°C puis incubés avec 200µl de 
billes IgG-Sépharose (GE Healthcare) pendant 2h sur un plateau basculant. Les billes sont 
lavées avec 80ml de tampon L200 froid puis 30ml de tampon de clivage TEV froid (10 mM 
Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1% NP-40, 0.5 mM EDTA, 1 mM DTT). Les billes sont 
resuspendues avec 1ml de tampon de clivage TEV et incubées 2h à 16°C sur un plateau 
basculant avec 100 unités de protéase ActTEV (Invitrogen). Les échantillons élués par gravité 
(environ 1ml) sont mélangés à 3ml de tampon de liaison à la Calmoduline (10 mM Tris-HCl 
pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM MgAc, 1 mM imidazole, 2 mM CaCl2, 0.1% NP-40, 10 mM ß-
mercaptoethanol) et 3µl de CaCl2 à 1M avant d’être incubés avec 200µl de billes de 
calmoduline (Stratagene) à 4°C pendant 1h sur le plateau basculant. Les billes sont lavées 
avec 40ml de tampon de liaison à la calmoduline et les protéines éluées par l’addition de 6 x 
200µl de tampon d’élution Calmoduline (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM 
MgAc, 1 mM imidazole, 2 mM EGTA, 0.1% NP-40, 10 mM β-mercaptoethanol). Les 
protéines éluées sont précipitées avec 20% d’acides trichloroacétique (TCA), rincées à 
l’acétone et resuspendues dans 15µl de tampon de charge SDS 1X (40 mM Tris-HCl pH 6.8, 
2% SDS, 10% glycérol, 25 mM DTT, 0.1% bleu de Bromophénol). Les échantillons sont 
réduits pendant 30min à 53°C sous agitation et alkylés pendant 30min à température ambiante 
en présence de 75mM iodoacétamide (Sigma). Les échantillons sont ensuite chargés sur un 
gel SDS 10% acrylamide-bisacrylamide (29:1) et on les laisse migrer jusqu’à environ 0,5cm 
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dans la partie résolutive du gel. Le gel est marqué rapidement avec la solution de marquage 
des protéines PageBlue (Fermentas) et les fragments de gel contenant les échantillons sont 
excisés. Les protéines contenues dans ces échantillons sont analysées et identifiées en 
spectrométrie de masse comme décrit dans (Lebaron et al., 2005). 
 
9. Extraction protéique et analyses en Western blot 
 
Les extraits protéiques totaux utilisés pour les analyses en Western blot (Figures 23, 
26B et 27B) ont été préparés de la manière suivante : des culots de cellules correspondant à 
environ 108 cellules sont resuspendus dans 200µl de tampon de charge SDS 2X (100 mM 
Tris-HCl pH 6.8, 4% SDS, 20% glycerol, 200 mM DTT, 0.2% bleu de Bromophénol) et 
500µl de billes de verre (Glassperlen, 0.75-1mm, Roth) sont ajoutés. Les cellules sont cassées 
grâce à un vortex pendant 5min à 4°C. 200µl de tampon de charge SDS 2X sont à nouveau 
ajoutés et les échantillons homogénéisés par une autre agitation au vortex d’une minute à 4°C, 
incubés 10min à 65°C et centrifugés pendant 15min à 10000rpm, 4°C. Les protéines 
contenues dans le surnageant sont séparées sur gel SDS 10% polyacrylamide et transférées 
sur des membranes Hybond-C extra (GE Healthcare). L’étiquette 3HA est détectée par un 
anticorps anti-HA couplé à la peroxydase (HRP) (clone 3F10, Roche) dilué au 1:1000 dans du 
tampon PBST (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 0.1% Tween 
20) contenant 5% (poids/volume) de lait (Régilait, Pâturage ou Délisse écrémé) pendant 2h. 
L’étiquette TAP est détectée par un anticorps anti-peroxidase couplé à la peroxidase (PAP) 
(ref. 55968, MP Biomedical/Qbiogene) dilué au 1:100000 dans du tampon PBST contenant 
5% de lait pendant 30min. La protéine Prp43p est détectée par un anticorps polyclonal 
spécifique purifié pour le laboratoire (Eurogentec) dilué au 1/5000 dans du PBST contenant 
5% de lait pendant 1h. La protéine Lcp5p est détectée par un anticorps polyclonal spécifique 
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(généreusement offert par Thomas Wiederkehr, Basel, Suisse) dilué au 1:1000 dans du PBST 
contenant 5% de lait pendant 1h. La protéine Nhp2p est détectée par un anticorps polyclonal 
spécifique purifié pour le laboratoire (Eurogentec) dilué au 1:5000 dans du PBST contenant 
5% de lait pendant 1h. Pour la détection de Prp43p, Lcp5p et Nhp2p les membranes sont 
lavées trois fois 10min avec du PBST contenant 1% de lait après l’incubation avec l’anticorps 
primaire et incubées pendant 1h avec un anticorps secondaire anti-lapin conjugué à l’HRP 
dilué au 1:10000 dans du PBST contenant 1% de lait. Les membranes sont lavées trois fois 
10min avec du PBST avant la détection utilisant le réactif de détection pour Western blot à 
chemoluminescence améliorée (ECL, GE Healthcare). 
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La synthèse des ribosomes dans les cellules eucaryotes débute par la transcription des 
unités répétées d’ADN ribosomique par l’ARN polymérase I qui génère un transcrit 
ribosomique primaire précurseur des ARNr 18S, 5.8S et 25S. Ce transcrit s’associe de 
manière co-transcriptionnelle avec certaines protéines ribosomiques, avec le précurseur du 
quatrième ARNr (5S) et avec un grand nombre de facteurs d’assemblage et de petites 
particules ribonucleoprotéiques (snoRNPs) pour générer une particule pré-ribosomique 
précoce de 90S aussi appelée SSU processome. Cette particule subit un processus de 
maturation complexe, qui débute dans le nucléole et se termine dans le cytoplasme où les 
sous-unités ribosomiques matures résultantes s’assemblent pour assurer la synthèse protéique. 
La synthèse des ribosomes est un des processus cellulaires les plus couteux sur le plan 
énergétique qui doit faire l’objet d’une régulation minutieuse. Des données de la littérature 
suggèrent que, tant chez la levure que chez l’homme, la synthèse des ribosomes est 
coordonnée à d’autres processus cellulaires essentiels, en particulier à la progression du cycle 
cellulaire. Les facteurs impliqués dans cette coordination potentielle et les mécanismes 
impliqués restent cependant très mal caractérisés. 
Une partie de mes travaux de thèse a consisté dans la caractérisation de Rrp36p, un 
nouveau facteur essentiel à la synthèse des ribosomes chez la levure et l’humain. Nous avons 
mis en évidence que la protéine Rrp36p de levure ainsi que son homologue humain hRrp36 
sont de nouvelles protéines nucléolaires requises pour les clivages précoces du pré-ARNr et la 
synthèse de l’ARNr mature 18S. Chez la levure, Rrp36p co-sédimente sur gradient de sucrose 
avec les particules pré-ribosomiques précoces 90S. L’assemblage de ces particules résulte de 
l’association séquentielle de différents modules préformés, tels que les sous-complexes 
protéiques UTP-A, UTP-B, UTP-C ou la snoRNP U3, avec les pré-ARNr. Nos résultats 
montrent que Rrp36p semble être préférentiellement associée au sous-complexe UTP-C. 
Rrp36p n’est pas nécessaire à l’incorporation des modules UTP-A, UTP-B et de la snoRNP 
U3 au sein des pré-ribosomes 90S. En revanche, l’association préalable des complexes UTP-
A et UTP-B avec les pré-ARNr est requise pour le recrutement de Rrp36p dans les particules. 
Mes travaux de thèse ont par ailleurs porté sur l’étude de la protéine HCA66 humaine, 
requise pour la duplication des centrosomes et la ségrégation des chromosomes en mitose. 
HCA66 s’accumule au niveau des centrosomes mais est également fortement enrichie dans les 
nucléoles, suggérant un rôle potentiel dans la synthèse des ribosomes. Nos résultats montrent 
que HCA66 co-sédimente avec différentes particules pré-ribosomiques sur gradients et est 
requise pour la synthèse de la petite sous-unité ribosomique dans les cellules HeLa. HCA66 
présente donc une double fonction dans les cellules humaines, laquelle ne semble pas être 
conservée chez la levure. En effet, si l’homologue de HCA66 chez la levure, Utp6p, est bien 
requis pour la maturation de la petite sous-unité ribosomique, cette protéine n’est pas 
détectable au niveau du “Spindle Pole body”, équivalent fonctionnel du centrosome des 
cellules de mammifères, et ne semble pas être nécessaire à la duplication de cette structure. 
L’expression dans les cellules HeLa d’une version tronquée de HCA66 exerçant un effet 
dominant négatif sur la duplication des centrosomes n’entraîne pas de défauts de synthèse des 
ribosomes, suggérant que ces deux processus ne sont pas coordonnés. 
Enfin, je me suis intéressée à l’étude de la protéine Rpf2p de levure, nécessaire à la 
synthèse de la grande sous-unité ribosomique. Des données de la littérature suggèrent que 
Rpf2p interagit avec le complexe ORC, nécessaire à l’initiation de la réplication de l’ADN en 
début de phase S, et pourrait donc être elle-même impliquée dans ce processus en plus de sa 
fonction dans la synthèse des ribosomes. Nos résultats montrent que Rpf2p interagit 
physiquement avec le complexe ORC, mais également avec d’autres facteurs associés à la 
chromatine tels que Fpr4p ou Set2p, impliqués dans la modification de l’histone H3 et la 
régulation de la transcription par l’ARN polymérase II. Nous avons montré que Rpf2p est 
associée à la chromatine nucléaire ainsi qu’à l’ADN ribosomique. Ces données suggèrent que 
Rpf2p pourrait intervenir dans des mécanismes de modification de la chromatine en relation 
avec la régulation de la transcription. 
